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諸 論
ヒ トの発がんの約80%は環境発がん物質に起因するであろうと推察 されている(1)。
日本人の死亡原因の第一位が悪性新生物即ちがんであることか ら、がんに関する研究は
国をあげての最重要課題 として取 り組 まれている。
発がんの第一段階が細胞の突然変異であることから(2,3)、実際にヒ トにがんを起こ
している発がん物質の発見などを目的として、Amesテス トなどのinvitr(微生物試験法が
開発され、それによる変異原物質の検索が精力的に行われた(4)。 その結果魚や肉の焼
け焦げか ら検出されるヘテロサイクリックアミン類や(5)、 ディーゼル排ガス中などに
含まれるニ トロアレン類の変異原性が確認され(6,7)、さらにこれらの物質の発がん性
も確認された(8,9)。そ して、簡便性や迅速性の点か ら、現在 も医薬品や農薬など化学
物質開発の際の安全性試験のひとつとして、Amesテス トなどの微生物による変異原性試
験法が第一段階のスクリーニングとして採用 されている(10,11,12)。
しか し一方、Amesテス トな どの微生物試験法にはい くつかの問題点 も指摘 されてい
る。例 えばAmesテス トによる変異原性試験の結果と発がん性試験の結果が必ず しも一致
せず、微生物変異原性試験だけでは発がん性は予見できないことが通説にな りつつある
(13)。Amesテス トが開発された初期段階では既知発がん物質の中でも強力な ものが
Amesテス トの精度試験対象 として選ばれたために、Amesテス トと発がん試験の一致率は
90%近かった。 しかしその後被検物質の数が多 くなるにつれて一致率は低下 し現在は60-
70%程度であるとされている。
日本人のがんを臓器別にみると胃がんなど消化器がんが多いのが特徴である(14)。
日系移民 と日本人との比較か ら胃がんなど消化器がんが日本人に多いことは疫学的によ
く知 られた研究である(14,15)。さらに大腸がんの発生 と動物性脂肪摂取量 との関係
についても指摘 されている。国立がんセンターががん予防に関 して提言 している12か条
中、食品に関することが8か条 と最も多い(16)。通常食品中に含まれる発がん物質の検
索はAmesテス トなどの微生物試験法が用い られている。しか し食品を対象 とする場合、
経口的な投与や体内での代謝 を考える必要があ り、微生物変異原性試験のみの評価では
不十分である。 しか し発がん物質の検索の最初の段階か ら発がん試験を行 うことは、そ
の検出感度、必要な労力および費用か ら考えて事実上不可能である。
そのためにinvitro微生物試験 と発がん試験の問を埋めるさまざまなinvivo変異原性試
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験が開発 されてきた(17)。ショウジ ョウバエDNA修復試験はそのような 目的で開発 さ
れた試験法のひとつで優 れた検 出感度と簡単な実験操作 をその特徴 とするinvivo変異原
性試験である(18)。また被験物質は餌 と共に経口投与され、食品成分などの試験法 とし
てはより動物実験 に近い。
しか し、ショウジ ョウバエDNA修復試験については、検出感度お よび精度など変異原
検出系 としての基礎的研究はなされているが、実際に環境中に存在する新規変異原物質
の検 出など応用的研究についてはなされていない。そこで、本研究 はショウジ ョウバエ
DNA修復試験 を食品衛生分野へ活用することを目的として以下の応用研究 を行った。
第一章では食品か ら検出される既知変異原物質をシ ョウジョウバエDNA修復試験 に供
し、Amesテス トによる検出結果 との整合性について検討 した。またシ ョウジ ョウバエ
DNA修復試験でのDNA損傷性検出と、ハエ幼虫による被検物質の活性化お よび不活性化
との関連性 をumuテス トにより検証 した。
第二章ではカビによるDNA損傷性マイコ トキシン産生の有無 を、シ ョウジ ョウバエ
DNA修復試験 により簡便 に検出する方法(以 下直接検出法 と呼ぶ)を 考案 した。す なわ
ちカビが増殖する培地中でハエ幼虫を飼育することにより、幼虫にマイコ トキシンを含
む餌 を摂取させ、 カビが産生するマイコトキシ冫のDNA損傷性を判定す るものである。
この直接検 出法では通常天然物の生物活性測定に必要である活性物質の抽出や濃縮操作
を必要 としない。直接検 出法による検出とカビを培養 した培地抽出液 をショウジ ョウバ
エDNA修復試験に供 した場合 を比較 し、直接検出法の試験法 としての適合性 を検証する
と共に、直接検 出法により検出されたA。ochraceusが産生するDNA損傷性マイコ トキシン
の同定を試みた。
第三章では第二章において同定された5,6一ジヒドロペニシリン酸の変異原性試験 を行っ
た。変異原性試験はinvi亡roおよびinvivoの2段階で行 った。
第四章では5,6一ジヒ ドロペニシリン酸の衛生 学的性状の解明を試みた。A.ochraceusに
よる5,6一ジヒ ドロペニシリン酸産生 と栄養条件の関連性および既知マイコ トキシンである
ペニシリン酸産生 との関連性 について検討 した。また環境中の細菌 によるペニシリン酸
か ら5,6一ジ ヒドロペニシリン酸への変換について も検討 した。さらにA.ochraceusを食品
に接種 した場合の5,6一ジヒ ドロペニシリン酸の産生など食品汚染の可能性 について も検討
した。
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シ ョ ウ ジ ョ ウバ エDNA修 復 試 験 の概 要
シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試験 の概 要 をFig.O-1に示 した 。試 験 系 統 で あ るDrosophila
melanogastersczlw+「丁甥mef'9・mef'41D5/C(1丿DX,yfの雄 はX染 色 体 上 に位 置 す るDNA除 去
修 復 遺 伝 子 で あ るmei"saおよびDNA複製 後修 復 遺伝 子mei鹽41D5を欠 損 して い る 。一 方 雌 は正
常 なDNA修 復 能 を有 して い る。細胞 分 裂 が 盛 ん な幼 虫 期 に被 検 物 質 を投 与 す る と、DNA
修 復 能 を持 た な い雄 は損 傷 を受 け たDNAを 修復 で きない た め に、 そのDNA損 傷 性 の 強 さ
に比 例 して 致死 す るが 、正 常 な修 復 能 を持 つ 雌 は 羽化 して成 虫 に な る。 成 虫 にお け る雄
に対 す る雌 の性 比(雄/雌)を 計算 す る こ とに よ り、投 与 物 質 のDNA損 傷 性 の判 定 をす る
こ とが で きる。 通常 は性 比 は ほ ぼ1・1.5の問の範 囲 に収 ま って い るが 、DNA損 傷 性 物 質 を
投 与 す る と、 そ の値 が1よ り小 さい値 に減少 す る。成 虫 の雄 と雌 の判 別 を容易 にす るた め
に雄 はZIW+(TE)変異 に よ り眼色 が黄 色 に標 識 され、 一 方雌 は正 常 の 赤色 の 眼色 を有 す る。
雄 に対 して特 異 的 に毒 性 を示 す と性 比 が 減少 す る た め に、見 か け上DNA損 傷 性 を示 す よ
うな結 果 が 得 られ る が 、 そ れ を区 別 す る た め に 、 雄 雌 両 者 が 正 常 なDNA修 復 能 を持 つ
DrosophilamelanogastersczlW+(TE)/C(1)DX,y孫が対 照系 と して用 い られ る。 以 下 、 雄
がDNA修復能 を持たない系 をRec一
系 と表 し、また雄雌両者が修復能
を有す る系 をRec+系と表す。投与
物質がRec+系においては性比を減
少 させず、Rec系においてのみ被
検物質の容量に応 じて性比 を減少
さた時その物質をDNA損傷性 と判
定す る。 したが ってシ ョウジョゥ
バエDNA修復試験 は微生物等で変
異原物 質検 出に用 い られてい る
Rec-assayのシ ョウジ ョウバエ版と
言 えるものである。
彰 一
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本 論
第1章 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エDNA修 復 試 験 に お け るDNA損 傷 性 物 質 の 検 出 と
ハ エ 体 内 で の 代 謝
第1節 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エDNA修 復 試 験 に よ る 変 異 原 物 質 の 検 出
1.緒言
シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 につ い て は、既 知 変 異 原 物 質 を試 験 す る こ とに よ り検
出感 度 お よ び精 度 な ど変 異 原 検 出系 と して の基礎 的研 究 は な され てい るが 、 開発 され て
か らま だ 日が 浅 く、 実 際 に環 境 中 に存 在 す る新 規 変 異 原物 質 の検 出 な どの 応 用 的研 究 に
つ い て は未 だ報 告 され て い な い 。 こ れ まで に示 された既 知 変異 原 物 質 の 試 験 結 果 は 、 ベ
ンゾ(a)ピ レ ンな ど多 環 芳香 族 炭 化 水 素 や ニ トロ ソア ミン類 が 陽性 で あ り(18,19)、
さ らにAmesテス トで は陰1生で あ る発 が ん物 質 の ウ レタ ン も陽 性 を示 す こ とが 明 らか に
なっ てい る(18)。 本 節 で はAmesテス トな ど変異 原性 が確 認 され てい る13化合 物 を シ ョ
ゥジ ョウバ エDNA修 復 試験 に供 し、 そ のDNA損傷 性 につ い て検 討 した 。 また そ の結 果 の
Amesテス トとの 比 較 を試 み た 。
2.材料 お よび 実験 方 法
化 合物:ア フ ラ トキ シ ンB1および ス テ リ グマ トシス チ ンはMakorChemical社(イス ラ
エ ル)か ら購 入 した 。2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide(AF-2>は上 野 製 薬(大
阪)か ら購 入 した 。2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline(IQ)、2-amino-3,4-
dimethylimidazo[4,5-f]quinoline(MelQ)2-amino-3,8-dimethylimidazozo-[4,5-f]qui-
noxaline(MelQx)3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indole(Trp-P-1)3-amino-
1・methy1・5H-pyrido【4,3-b]indole(Trp-P・2)、1,8-dinitropyrene(1,8-DNP)、ホ ル ム ア
ル デ ヒ ドお よび過 酸 化 水 素 は和 光純 薬工 業(大 阪)か ら購 入 した 。 メチ ル グ リオ キサ ー
ルお よび コ ウ ジ酸 はSigma社(ST.Louis,アメ リカ)か ら購 入 した 。 シ ョウ ジ ョウバ エ
DNA修復 試 験 用餌 と してCarolinaBiologicalSupply社(Burlington,NC,アメ リ カ)の イ
ンス タ ン ト培 地Formula4-24を用 い た 。
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ショウジョウバエ産卵用餌:鍋 に水1L、ブ ドウ糖70g,、粉末寒天(和 光純薬、大阪)
8gおよび乾燥酵母粉末(エ ビオス、田辺製薬、大阪)70gを加えガスコンロで加熱溶解 し
た。鍋 を水で冷却 し、均一な泥状になったもの約50mLを牛乳 ビンに移 し、室温まで放置
冷却 し固化 した ものを餌 として使用 した。
ショウジョウバエ:シ ョウジ ョウバエは藤川博士(近 畿大学)よ り分与された もの を
使用 した。使用 した系統はRec一系 としてDrosophilamelanogastersczlw+でT%ef9・mei-41D5/
C(1丿DX,yfを、またRec+系としてsczlW+(TE)/C(1)DX,yfを使用 した。成熟 したシ ョウ
ジ ョウバエを産卵用餌の入ったビン中で飼育することにより産卵 させた。18時間後親ハ
エを除き、産卵 させた餌 ビンは25℃で培養 し産卵後72-90時間の幼虫(3齢幼虫)を 得
た。幼虫を飼育 している餌ビンに20%砂糖水 を加え撹拌 し幼虫を砂糖水液面付近に浮遊 さ
せることにより餌 と分離 した。その後幼虫が浮遊する砂糖水 をガラス製クロマ ト管に移
し、徐々に砂糖水 を下から流出させさらに上から20%砂糖水を加えた。この操作を繰 り返
す ことにより産卵用餌 を洗い流 し、3齢幼虫のみを採取 した(20)。
ショウジョウバ エDNA修 復試験:所 定量の変異原物質 をまずエ タノールお よび`
Tween80の混液(2:1)に完全に溶解 させ、その後混液の割合が3%になるように水 を加
えた。変異原物質の投与用量は、その細胞毒性によりRec+系における投与群の成虫数が
無投与対照群の1/2以下にならない範囲で設定 した。インス タント培餌1.1gと変異原溶
液3mLを内径1.1cm高さ9.5cmのプラスチック製飼育ビン中で素早 く混和 し、そこへ約
200・300匹の3齢幼虫を加え成虫になるまで25℃で約10日間飼育 した。飼育中は幼虫お よ
び成虫が逃げない ように飼育ビンにスポンジ栓でふたをした。雄 に対する雌の性比(雄/
雌)は 、成虫 をジエチルエーテル麻酔下で雄雌別に成虫数 をカウン トすることにより算
出した。また変異原物質の濃度は餌(イ ンスタン ト培地+変異原溶液)1g当 た りのmole
数で表記 し、実験 はRec一およびRec+系についてそれぞれ2連で行いその平均値で示 した。
3.結果
本研究では被検物質がRec一系 において雄/雌の性比 を被検物質の濃度依存的に減少 さ
せ、さらに性比を0.1以下に減少させた とき陽性 と判定 した。被検物質による性比の濃度
依存的減少は、性比 を縦軸に取った片対数グラフにおける直線的な性比の減少を目安 に
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判断した。最 もDNA損傷性の強かったアフラ トキシンB1のDNA修復試験の結果 をFig.1-1-
1に示 した。Rec一系 における雄/雌 の性比はアフラ トキシンB1用量の増大 と共に減少 し、
右下が りのほぼ直線を示 した。一方Rec+系における性比にはアフラ トキシンB1用量のい
かんにかかわらず変動 は認められなかった。Rec・系の性比を0.1に減少 させ るアフラ トキ
シンB1用量は用量作用関係から判断して0.12nmole/g餌であった。他の被検物質の結果を
Fig.1-1・2に示 したが、すべて用量作用関係を示 し、また用いた用量の範囲内でRec一系の性
比 を0.1以下 に減少させたことか ら、DNA修復試
験 にお い て陽 性 と判 断 した。 図 に は示 して いな い
が 、 こ れ らの 物 質 を 同時 にRec+系シ ョウジ ョウ
バ エ に投 与 して も性 比 の 変 動 を認 め なか った 。
Rec一系 の性 比 を0.1に下 げ る変 異 原 物 質 の 用量 で
比較 す る と、 陽性 物 質 のDNA損 傷 強 度 は2群 に分
類 され た 。 す な わ ちDNA損 傷 強 度 の 強 い群 には
(A)に示 した1,8-DNP、MeIQ、IQ、MeIQx、お よ
びス テ リ グマ トシス チ ンの5物 質 が分 類 され 、性
比 を0.1に減少 させ る用 量 は順 に9、10、11.5、
22、45nmole/g餌で あ っ た 。 一 方DNA損 傷 強度
の弱 い 変 異 原 物 質 は(B)に示 したTrp-P-1、AF・2
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お よびTrp-P-2であ り、 これ らの 物 質 がRec一系 の性 比 を0.1に減 少 させ た 用 量 は そ れ ぞ れ
260、320、950nmole/9餌で あ った 。
シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試験 にお い て 陰性 を示 した物 質 の結 果 をTable1-1-1に示 し
た 。 陰性 を示 した の は、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド、 過酸 化 水 素 、 コウジ酸 お よび メチ ル グ リオ
キサールであった。各物質の最高用量はRec・
系及 びRec+系両系 において重篤な致死作用
が認め られない用量 を用いた。これらの最高
用量は、先に陽性を示 した変異原物質の中で
最 も弱かったTrp-P-2の性比を0.1に減少させ
た用量 である950nmole/gfoodの約35から
500倍の濃度であった。
Table1-1-1.Negativecompoundsin
DrosophilaDNA-repairtest
t.Testedrange
Compounds(ｵmole/gfood)
Formaldehyde12‐73
Hydrogenperoxide6‐86
Kojicacid7‐35
Methylglyoxal102‐508
4.考察
シ ョウジ ョウバエDNA修復試験 は、DNA修復能を持たない雄 と修復能を持つ雌 との被
検物質に対する致死感度の差 を利用 した変異原物質検出法である。本研究においては、
Rec・系の性比を0.1に下げる変異原物質の用量を指標 に被検物質のDNA損傷性の強度を比
較 した。通常他の変異原性試験 においても一定の指標 により被検物質の突然変異誘発強
度を比較 している。例えば変異原性試験 として最 も広 く使用 されているAmesテス トで
は、leg当たりの被検物質によって誘発 される変異コロニーや、1000個のコロニーを誘
発 させる被検物質の濃度を指標に用いている(4,19)。DNA修復能のない雄の致死数で
はなく、性比を指標にすることの理由のひとつは試験 に供す る幼虫数を一定数に調節で
きないことに起因する。幼虫は体長約3mm程度でありその個体数を計測することは困難
であり、また幼虫段階での雌雄の区別はできない。 したがって正確 に雌雄の投与数を調
節す るこ とは事実上不可能である。 しか し成虫の性比はほぼ1付近 であることか ら
(18)、通常実験では一定量の幼虫(例 えば小スパーテルに山盛 り一杯で200・300匹)
が使用される。雌雄の致死感度の差を幼虫の致死数(成 虫の生存数)で はな く、共通の
尺度である成虫の性比で表わす ことにより各実験のデータの互換性 を確保できると考え
られる。
したがってFig。1-1-1およびFig.1-1・2において陽性 を示 した被検物質のDNA損傷性強度
は、アフラ トキシンB1》IQ≒MeIQ≒MelQx≒1,8-DNP≒ステリグマ トシスチン>Trp-P・1
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;見
≒AF-2≒Trp-P-2と判 断 で きる 。 この よ うなDNA損 傷 性 強 度 の順 位 はAmesテス トやumu
テ ス トな どの微 生 物 を使用 したinvitro変異 原性 試験 の結 果 とは一 致 しな い 。例 え ばAmes
テ ス トで の こ れ らの 突 然 変 異 誘発 強度 のlil頁位 は1,8-DNP≒MeIQ≒IQ≒MeIQx>Trp-P-1≒
Trp-P-2≒ア フ ラ トキ シ ンB1>AF-2>ステ リグマ トシス チ ンで あ る(4,21,22)。シ ョ
ゥジ ョウバ エDNA修 復 試 験 にお い て検 出感 度 の低 か ったAF・2は微生 物 変 異 原 性 試験 にお
い て は強 い 変 異 原 性 を示 し、 陽性 対 照 と して使 用 され て い る物 質で あ る(23)。 しか し
AF・2の発 が ん性 は さほ ど強力 で はな く、50%のラ ッ トにが ん を生 じる用 量 で あ るTD50値
は29mg/kgであ る が 、 ア フラ トキ シ ンB1のTD50値は0.003mg/kgであ る(24)。 両 者 の
TD50値に は約9700倍の差 が あ る。Amesテス トで1000個の コ ロニ ー を誘 発 させ るア フ ラ
トキシ ンB1の濃 度 は0.03μg/プレー トで あ り、 同 じ くAF-2の濃度 は0.12μg/プレー トで
あ り両者 の 差 は4倍 で あ った(21)。 一方 シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 で の性 比0.1を
目安 に した 時 の 強度 差 は2700倍で あ り、発が ん強 度 の指標 で あ るTD50値の差 にか な り近
a
い値であった。
一方シ ョウジ ョウバエDNA修復試験において陰性を示 した4物質中、ホルムアルデヒ ド
お よび過酸化水素は反応性が高 く薬物代謝酵素系などによって容易 に不活性化 されるこ
とが想像 される。ホルムアルデヒ ドはinvivoではAmesテス トにおいてもS9(+)の条件
下では変異原性が減少する(25)。また過酸化水素 もカタラ・一ゼによって容易 に分解 さ
れ変異原性が大 きく減少する(20)。シ ョウジ ョウバエはその体内にP-450などの代謝系
をもつことが知 られている(26,27)。したがってこれ らの物質がショウジ ョウバエDNA
修復試験で陰性であった結果は、ハエ体内でのこれら物質の代謝不活性化 を総合的に反
映した結果ではないか推測 される。ショウジ ョウバエ幼虫による被検物質の代謝活性化
あるいは不活性化 と、ショウジ ョウバエDNA修復試験での検出感度の関連性については
次節において考察する。
第2節 シ ョウジ ョウバ エ幼 虫S9画分 に よ る変 異 原物 質 の活 性 化 お よび
不 活 性 化
1.緒言
前節においてinvitro変異原性試験で変異原性有 と判定された13種物質をショウジ ョゥ
バエDNA修復試験 に供 した ところ、陽性を示 した物質 と陰性 を示 した物質に二分 され
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た。また陽性を示 した物質のDNA損傷性の相対的な強度は、Amesテス トの結果 とは一致
しなか った。この原因のひとつ としてシ ョウジ ョウバエ幼虫 による被検物質の代謝活性
化 あるいは不活性化が考 えられた。
本節ではumuテス トを用いてショウジョウバエ幼虫S9画分による変異原物質の代謝 舌性
化あるいは不活性化 について検討 し、シ ョウジョウバエDNA修復試験での検出感度 との
関連性 について考察す る。これまでinvitroでの変異原物質の代謝活性化および不活性化
試験では、Amesテス トにおける被検物質の変異原性を指標にすることが多かった。Ames
テス トでは判定 まで48時間の試験菌の培養が必要であ り、また試験は無菌的条件下で行
わなければならない。 しか しumuテス トでは突然変異に直接関与するumu遺伝子の発現 を
β一ガラク トシダーゼ活性 として検出するために、試験菌の培養時間は2時間と短 く無菌操
作 を必要としない。そこで本研究ではumu遺伝子の発現を指標に幼虫S9画分 による被検物
質の代謝活性化お よび不活性化 を検討 した。なおショウジ ョウバエ成虫ではなく幼虫S9
画分 を用いるのは、修復試験において被検物質の代謝活性化あるいは不活性化は幼虫体
内で起 こるためである。
2.材料お よび実験方法
化合物:ア フラ トキシンB1、AF-2、IQ、Trp-P-1、Trp-P-2およびメチルグリオキサー
ルは、前節 と同じものをジメチルスルホキシ ドに溶解 し使用 した。
ショウジョウバエ幼虫S9画分溶液の調製:Rec一系のショウジ ョウバエ3齢幼虫約5gを
10mLの1.15%KC1溶液中で氷冷 しなが ら高速ホモゲナイザー(PolytronPT10/35型,
KinematikaAG社,Lucerne,スイス)に よりホモゲナイズ した。ホモゲナイズけん濁液を
4重に重ねたガーゼを用いてろ過 し幼虫のカラを除去 した。ろ過液 を4℃において9000x
9で10分間遠心分離 し、その上清を幼虫S9画分とした。幼虫S9画分 にYahagiらによって
示 された補酵素類 を加え(28)、さらに0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)を適宜加えて溶液
のタンパク質濃度を4mg/mLになるように調整 した。この溶液をショウジョウバエ幼虫S9
画分溶液 としてumuテス トにおいて使用 した。
umuテス ト:umuテス トは既法に従って行った(29,30)。試験菌株 にはSalmonella
typhimuriumTA1535/pSK1002を使用 した。対数増殖期の試験菌 を含むTGA液体培地
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2mLに変異原物質溶液0.1mLを加え、さらに0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)あるいは幼虫S9
画分溶液のどち らかを0.4mL加え37℃で2時間振とう培養 した。被検物質の代謝活性化 を
検出する場合 は被検物質の濃度 を10,uMとした。また被検物質の代謝不活性化 を検出す
る場合は、AF・2およびメチルグリオキサールにより十分なumu遺伝子を発現させる用量
が必要 となる。そこでAF-2およびメチルグリオキサールの濃度をそれぞれ0.2および550
μMと した。被検物質によるumu遺伝子の発現はβ一ガラク トシダーゼ活性として検出 し、
β一ガラク トシダーゼ活性はMilarの方法により測定 した(31)。
3.結果
シ ョウ ジ ョウバ エ 幼 虫S9画分 に よ りア フ ラ トキシ ンB1、IQ、Trp・P-1およ びTrp-P-2は
umu遺伝 子 を発 現 させ た。 つ ま り、 これ ら4物質が シ ョウジ ョウバ エ幼 虫S9画分 に よ り活
性 化 され る こ とがinvitroでも確 認 され た(Fig.1-2-1)。4物質 に よるumu遺伝 子 の発 現 強
度 は ア フ ラ トキ シ ンB1>IQ>Trp-P-1>Trp-P-2であ り、 前 節 で示 した シ ョウ ジ ョウバ エ
DNA修復 試 験 にお け るDNA損傷 強 度 の順 位 と一致 した(Fig.1-1-1、1・1・2)。
一 方AF-2およ び メチ ル グ リオ キサ ー ル に よるumu遣伝 子 の発 現 は シ ョウジ ョウバ エ 幼
虫s9画分 の添 加 に よ りそ れ ぞ れ45%と13%と大 幅 に減 少 した(Fig.1-2-2)。これ らの 結
果 は幼 虫S9画分 に よる変 異原 物 質 の不 活 性 化 を示 唆 し、 また シ ョウジ ョウバ エDNA修 復
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ぐ試験 において も同様の不活性化が起 こりうることを推察 させるものであった。
4.考察
シ ョウジ ョウバエDNA修復試験 における被検物質の活性化あるいは不活性化 は、シ ョ
ゥジ ョウバエ幼虫体内の内在性の代謝系によって行われる。本節ではumuテス トを用いる
ことにより、シ ョウジ ョウバエ幼虫の代謝系により被検物質が活性化あるいは不活性化
されることをinvitro系で検証 した。被検物質の活性化の場合、幼虫S9画分 による活性化
の順位 とシ ョウジ ョウバエDNA修復試験 におけるそれ らのDNA損傷強度が同じ順位 を示
した。 しか しこれらの強度順位はAmesテス トでの変異原性強度 とは異なる ものであっ
た。通常Amesテス トにおいて用いられるラットS9は薬物代謝酵素誘導剤の前投与により
代謝活性 を大幅に増大させたものである(23,32)。その結果各種の変異原物質を高感
度に検出す ることを可能としている。一般に薬物代謝酵素はP-450群を含む複数の酵素か
ら成 り立ち、Amesテス トにおいて用いられるラッ トS9は各酵素の構成割合や基質特異性
がラットの内在性のもの とは大きくかけ離れている(33)。したがってAmesテス トにお
いて定性的に変異原物質の検索 を高感度に行 うには適 しているが、得 られる変異原性強
度をそのままに発がん予測の定量的評価に結び付 けるのには適 さない。一方シ ョウジ ョ
ウバエ幼虫は被検物質の投与前 は無処理であり、被検物質の活性化お よび不活性化は幼
虫体内で通常の代謝反応 により行われる。さらに本節において示 されたinvitroでのシ ョ
ウジ ョウバエ幼虫S9画分による変異原物質の活性化順位(ア フラ トキシンB1>IQ>Trp-
P-1>Trp-P・2)は、ヒトお よびラット肝臓のミクロゾームによる同物質の活性化 と同一の
順位であった(34)。ショウジ ョウバエがP・450などの薬物代謝酵素を持つことは知 られ
ているが(26,27)、本研究はハエ幼虫がヒ トお よびラットに類似する発がん物質活性
化能 を持つ可能性 を示 した ものである。
メチルグリオキサールおよびAF-2の幼虫S9画分によるinvitroでの変異原物質の不活性
化 も、DNA修復試験においてメチルグリオキサールが陰性であ り、AF-2のDNA損傷性が
比較的弱かった結果 と矛盾 しない。invitro試験のS9(一)の条件下におけるメチルグリオキ
サールの突然変異誘発力は強力なものではない(35)。したがって投与されたメチルグ
リオキサールが完全に不活性化 されなかったとして もそのDNA損傷性は検出されない程
度の可能性がある。マウスを用いたinvivo変異原性試験系ではメチルグリオキサールは
陰性であり(36)、また発がん試験で も陰性であった(37)。他方AF-2はAmesテス ト
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などではS9(・)の条件下において強力な変異原であるが(21)、ラット肝臓 により急速に
分解 されることが報告 されている(38)。またAF-2はラットにおいて発がん性を示すこ
とが確認 されているが、その発がん性 はinvitro変異原性試験での突然変異誘発力 に比べ
ればさほ ど強い発がん物質 としては認識されていない(24)。シ ョウジ ョウバエDNA修
復試験での陰性結果あるいは弱いDNA損傷性 は、試験法の検出感度が低い と考えるより
も、被検物質の発がん性予測においては代謝性を加味 した場合はむ しろ危険度の低いこ
とを示すデータか もしれない。
ショウジョウバエは昆虫であるが、動物に相当する体内での被検物質の代謝活性化お
よび不活性化機構 を持 ち、また被検物質の経 口投与 と併せて十分 にinvivo変異原物質試
験法 としてその特性 を持つと考えられる。さらにAmesテス トなどinvitro試験では代謝活
性化は試験菌の細胞外で行われるために、活性化 された被検物質の膜透過性や安定性 も
問題 として残る。シ ョウジョウバエDNA修復試験の結果は、ハエ体内での変異原物質の
代謝 を総合的に反映 した結果であると考えられる。つまり、得 られる結果はinvitro変異
原性試験 に比べ より発がん実験の結果に近いことが確認された。またアフラ トキシ ンB1
などをinvitro変異原性試験にひけをと取 らない感度でそのDNA損傷性を検出 してお り、
被検物質を経 口投与できる特性 と併せて利用できれば、特 に食品中の変異原性物質検索
の試験系 として活用 しうる可能性が示された。
第4節 小 括
1.既知変異原物質をショウジ ョウバエDNA修復試験 に供 して得 られた結果は、Amesテス
トとの比較 において一部相違が認められたが、発がん試験の結果 とは整合性が認め ら
れた。
2.ハエ幼虫による変異原物質の活性化お よび不活性化 をinvitroレベルで確認 した。
3.ハエの内在性の代謝系 による変異原物質の活性化はラットおよびヒ トの活性化能 と同
等の作用 を示 した。
4.既知変異原物質 をシ ョウジ ョウバエDNA修復試験 に供 して検出された結果はハエの持
つ代謝系により被検物質が代謝 ・解毒 された総合的な結果を反映 した ものであった。
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第2章 シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 に よるDNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ ン
検 出
第1節 カ ビ に よって 産生 され るDNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ ンの検 索
1.緒言
通常マイコ トキシンや食品中に含まれる微量物質の変異原性試験では、対象物質を試
験系に適す る形状や濃度 にするための抽出操作などの前処理が必要である。また粗抽出
の段階ではきょう雑成分が多 く、その ような成分 を除 く最小限度の精製 を行わないと正
確 な結果が得 られない。例えばAmesテス トは試験菌であるS.typhimuriumのヒスチジン
要求性 を指標 にす るので、食品中に含まれる変異原物質を試験す る場合は試料か らのヒ
スチジンの除去が必須である(32)。そのため肉や魚の焼け焦げ成分であるヘテロサイ
クリックアミン類 を特異的に抽出する手段 としてブルーコットンを用いる方法などが開
発 されている(39)。また一般にinvitro変異原性試験系は特定の微生物や培養細胞 を使
用す るために試験系の無菌操作 を必要 とする。
シ ョウジ ョウバエDNA修復試験は幼虫に処理を行い、幼虫の致死性を成虫の生存数で
判定する試験系であるために、幼虫が成虫まで成長できる条件であればさまざまな条件
下でのDNA損傷性物質の検出が可能である。そこでカビによるDNA損傷性マイコトキシ
ン産生 を簡便に検 出することを目的とし、ハエの培地にカビを接種 し、カビが成育 した
状態でハエ幼虫を飼育することにより、カビの産生するマイコ トキシンのDNA損傷性 を
簡便に検 出する方法を考えた。ショウジョウバエDNA修復試験に用いる3齢幼虫はサナギ
になる前の成長が非常に盛んな時期であるために餌 をよく摂取する。そのために餌中に
含まれるものはよほどの忌避成分でない限 り餌 として摂取する。ショウジ ョウバエDNA
修復試験はもともと被検物質を培地に混ぜて餌 と共に経口投与する試験系であるので、
幼虫の生育に影響がでなければ本質的には餌にカビが生えていても問題はない。培地に
DNA損傷性マイコトキシンが産生 されていればそれを摂取 したDNA修復能を持たない雄
が致死 し、成虫の性比 を計測することによりDNA損傷性マイコトキシンの産生 を検出で
きるると考えられる(直接検出法)。 本節では直接検出法とカビ培地抽出液のショウジョ
ウバエDNA修復試験の結果を比較す ることにより、カビが産生するマイコ トキシンの
DNA損傷性の簡便検出法 としての直接検出法の有効性 を検討する。
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2.材料お よび実験方法
カ ビ菌 株:実 験 に使 用 した 菌株 はAspergillus属13種、Penicillium属12種、Fusarium属
4種の合 計29種で あ る。使 用 した 菌株 名 はTable2・1-1およびTablet-1-2に示 した 。菌 株 は
食 品薬 品安 全 セ ン ター泰 野 研 究所 の高 鳥博 士 よ り分 与 され た もの 、 あ る い は発 酵 研 究 所
(大阪市)よ り購 入 した もの を使 用 した 。 被検 菌株 は試験 管 中 のポ テ トデ キ ス トロ ース
寒 天 培 地(PDA培 地)に て 室温 で保 存 した 。
螽サ
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ:第1章 第1節 で 述 べ たDrosophilamelanogastersczlw'`刪mef・9・mef
41D5/C(1丿DX
,yf(Rec一系)お よ びSCZIW+(TE)/αヱ丿DX,yf(Rec+系)の そ れ ぞ れ の3齢 幼
虫 を使 用 した 。
シ ョウ ジ ョ ウバ エ飼 育 培 地:シ ョウジ ョウバ エ飼 育培 地 は 、鍋 に水1L、粉 末 寒 天(和
光 純 薬 、 大 阪)10g、 乾燥 酵 母 粉 末(エ ビオ ス、 田辺 製 薬 、 大 阪)70g、黒 砂 糖100g、
コー ン ミー ル30g、米 ヌ カ15gを加 え、 ガス コン ロで加 熱 し泥 状 に な る まで 溶 解 させ 調 製
した 。 シ ョウジ ョウバ エ飼 育培 地 の約50mLを牛乳 ビ ン に移 し、綿 栓 を したの ち オ ー トク
レー プ に よ り121℃で15分間滅 菌 した 。
ショウジョウバエDNA修復試験によるDNA損傷性マイコ トキシン直接検出法:PDA培
地上で培養 したカビ菌体を白金耳により約1mm3の培地 と共に牛乳ビン中のショウジ ョウ
バエ培地表面の中心部に接種 した。 カビを接種 した培地は25℃にてカビが培地の表面を
完全 に覆 うまで培養 し
Fungi
た。培養期 間は菌種 に
よって異 なるが通常 は
5-10日間であった。 ヵ
ビは培地の表面付近 に
良 く増殖す るので、マ
イコ トキシンを産生 し
ていれば培地表面 にマ
イコ トキシンが高濃度
Inoculation
25°C-　
5-10day
一 　
施 …vae
1cm
の
≡罅
.∵:・:ニシ
25°C
-
7day
DrosophilaMoldyRemoveSexRatio
MediumMediumMyceliumCalculation
Fig.2-1-1
DiagramofdirectdetectionofDNAdamagingmycotoxinin
thefungalculturewiththeDNA-repairtest
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に蓄積 され る と考 え られ る。 そ の よ うな培 地 を餌 と して幼 虫 に摂 取 させ る た め に、 カ ビ
菌体 を1cmの幅 で 除去 し培 地 をむ き出 しに した。 む き出 しにな った培 地部 分 に約400-500
匹 の3齢 幼 虫 を移 し、 ハ エ 成虫 に な る まで25℃で約7日 間飼 育 した。 予備 実 験 にお い て菌
体 を除去 せ ず に幼 虫 を加 えた 時 には 、幼 虫 は カ ビ菌体 を忌 避 し、 そ の 下 の 培 地 ま で達 せ
ず ほ とん ど成 虫 に な らなか った 。 そ の た め に カ ビ菌 体 の一 部 を除去 し幼 虫 を直 接 培 地 の
上 に 置 い た 。成 虫 数 はエ ーテ ル麻 酔 下 で 雌 雄 の別 に カ ウ ン トし、 そ の性 比 を算 出 した 。
実 験 はRec一お よ びRec+系につ い て そ れ ぞ れ2試行 行 い 、 そ の平 均 値 を表 わ した 。 カ ビの
接種 、 カ ビ菌 体 の切 除 お よ び成 虫数 の カ ウン トは安 全 キ ャ ビネ ッ ト(SCV型 、 日立 製 作
所 、 東 京)内 で行 った 。一 連 の操 作 の概 要 をFig.2-1-1に示 した 。
カ ビ を培 養 した培 地 抽 出液 の シ ョウ ジ ョ ウバ エDNA修 復 試 験:直 接 検 出 法 にお い てハ
エ の カ ウ ン トが 終 了 した カ ビ培 養培 地 は、 オ ー トク レー プ滅 菌後 、培 地 中 に産 生 された
マ イ コ トキ シ ン を抽 出 した 。す なわ ち、培 地 の入 った牛 乳 ビ ンに アセ トニ トリル80mLを
加 え高 速 ホモ ゲ ナ イ ザ ー(PolytronPT10/35型KinematikaAG社,Lucerneスイス)に
よ り高 速撹 拌 抽 出 した。抽 出液 は3000回転10分間 の遠 心分 離 に よ り固 形成 分 を除去 した
の ち分 液 ロ ー トに移 し、 ク ロ ーホール ム80mLを加 え て激 し く振 と う した 。 ク ロー ホー ルム層
をナス 型 フ ラス コへ 移 した の ち、水 層 に さ らに ク ロロ ホ ルム80mLを加 え同様 の操作 を繰
り返 した 。 ク ロ ロホ ル ム層 は ロー タ リーエバ ボ レー タに よ り5mLに濃 縮 した。 この抽 出 液
0.41mLをメ オ ウ乳 鉢 に取 り、瀏 虱を吹 き付 けて ク ロ ロホ ル ム を除去 し、エ タ ノ ール お よ
びTween80の混 合 液(2:1)0.09mLに溶 解 した 。そ こへ 水 を加 え よ く混和 して全量 を
3mLとし、 シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 用 試験 液 と した 。以 下 第1章 第1節 で 述べ た操
作 に よ りシ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試験 を行 った 。培 地抽 出液 の用 量 作 用 反 応 を試験 す
る場 合 は抽 出 液量 を適宜 増 減 させ た 。
3.結果
カ ビが 産 生 す るマ イ コ トキ シ ンのDNA損 傷 性 を直接 検 出法 とカ ビ増 殖 培 地 の抽 出液 を
用 い た通 常 のDNA修 復 試験 法 で比 較検 討 した 。Table2-1-1にAspergillus属13種を試験 し
た 結 果 を示 した 。Aspergillus属の 直接 検 出法 にお い てA .ochraceus、A.parasiticus、A、
versicolorのRec一系 の性 比 が それ ぞ れ0.06、0、0.05と対 照 の性 比1.25に比 べ て大 幅 に低 い
値 を示 した 。 一 方 こ れ らの菌種 のRec+系の 性比 は1.34、1.30、1.34であ り、対 照 の性 比
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1.30と同 レベ ル で あ った 。他 のAspergillus属につ い てはRec・系 の性 比 が 対 照 に比 べ大 幅 な
減 少 を示 した もの は なか った 。 一方 培 地 の 抽 出 液 を通常 のDNA修 復 試 験 に供 した場 合 も
A.ochraceus、A.parasiticus、A.versicolorのRec・系 の性 比 はそ れぞ れ対 照 の性 比 に比 べ
て大 幅 に低 い値 を示 した 。 ま た これ らのRec+系の 性 比 は対 照 の性 比 と同 レベ ル で あ っ
た 。 なおA.fumigates抽出液 で はRec一系 の性 比 は0.98でRec+系の 性 比1.88の約1/2であ っ
た が 、Rec一系 の性 比 は ほ ぼ1で あ り、 また再 度DNA修 復試 験 を行 った がRec・系 の性 比 は減
少 しなか った こ とか ら、 陰性 と判 断 した 。他 のAspergillus属につ いて は直接 検 出の場 合 と
同様 にRec一系 お よびRec+系の 両系 統 で性 比 が対 照 に比べ 大幅 に変 動 した もの は なか っ た。
つ ま り、 こ れ ら3菌種 以 外 のAspergillus属につ い てはDNA損傷 性 マ イ コ トキシ ンの 産 生 は
なか った と判 断 した 。
Table2-1-1.DetectionofDNAdamagingmycotoxinsofcultured
AspergillusfungiusingtheDrosophilaDNA-repairtest
Fungi
Sexratio(Male/Female)
Directdetection Extracta
Rec一 Rec+ Rec一 Rec+
Control
A.candidus
A.clavatus
A.flavus
A,fumigatus
A.melleus
A.ochraceus
A.oryzae
A.ostianus
A.parasiticus
A.restrictus
Asゆ 加reus
A.terreus
ノ生.versicolor
1.25
1.11
2.90
1.00
1.28
1.03
0.06
1.27
1.26
0
1.13
1.13
1.40
0.05
1.30
1:06
2.35
1.aa
1.30
1.24
1.s4
1.1s
i.aa
1.27
1.15
1.09
1.07
1.34
1.22
1.68
1.39
1.39
0.98
1.54
0.06
1.20
1.16
0.03
1.85
1.57
1.33
0.21
1.46
1.38
1.32
1ユ9
..
1.41
1.40
1.28
1.40
1.54
1.65
1.34
1.61
1.41
a:ExtractwasadministeredatadoseofO.1mL/g.
Table2-1-2にPenicillium属12種お よびFusarium属4種につ い て 、直 接 検 出法 とカ ビ培 養
培 地 の抽 出液 を用 い た通常 のDNA修復 試験 の結 果 を示 した。直接 検 出法 にお いてRec一系 の
性 比 は1.05から1.37の範 囲 で あ り、対 照 の性 比1.25と同 レベ ルで あ った 。 またRec+系の
性 比 にお い て も も1.03から1.59の範 囲 で あ り、対 照 の性 比1.30と同 レベ ルで あ った 。一
方培 地 の 抽 出液 を通 常 のDNA修 復 試 験 に供 した場 合 もRec一系 お よびRec+系の 両系 統 に お
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い て性 比 の 減少 は認 め られ なか った 。 したが ってTable2-1-2にお い て検 討 したPenicillium
属12種 お よびFusarium属4種に よるDNA損傷 性 マ イ コ トキ シ ンの産 生 は な か った と判 断
した 。
Table2-1-2.DetectionofDNAdamagingmycotoxinsofculturedPenicillium
andFusariumfungiusingtheDrosophilaDNA-repairtest
Fungi Sexratio(Male/Fe血ale)
Directdetection Extracta
Rec一 Rec+ Rec一 Rec+
Control
P.brevi-compactum
P.brunneum
P.citrinum
Rcyclop加 狃
P.dfgf亡a亡um
P.expansum
P.frequentans
P.funiculosum
丿:).111ar亡ej口sff
P.puberulum
P.roqueforti
P.viridicatum
F.oxysporum
F.oxysporum
F.roseum
F.solani
1.25
1.09
1.07
1.28
1.34
1.29
1.35
1.31
1.30
1.30
1.16
1.25
1.12
1.08
i.05
1.37
1.33
i.30
1.16
1.59
1.26
1.25
1.26
1.25
1.15
1.28
1.32
1.09
1.14
1.45
1.03
1.05
1.21
1.46
1.22
1.61
1.74
1.48
1.34
1.48
2.24
1.62
1.56
1.18
1.30
1.42
1.35
1.33
1.50
1.63
1.50
1.46
i.as
3.47
1.35
1.62
1.42
2.32
1.46
1.50
1.28
1.75
1.54
1.33
1.66
1.41
1.62
1.57
a:ExtractwasadministeredatadoseofO.1ml/g.
Rec一系 に お い て 性 比
を大 き く減 少 させ たA.
ochraceus,A.
parasiticus,A.
versicolorの3菌種 につ
い てDNA損 傷 性 陽 性
と判 断す る ため には、
性 比 の減 少 が 用量 作 用
性 を 示 す 必 要 が あ る
(18、19)。 そ こで
こ れ らAspergillus属3
塞1°
芟
2
罍
1
(A)
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1
0.1
(B)
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1
(C)
02040600204060800102030
Amountofextracts(uL/gfood)
Fig.2-1-2
DNAdamagingeffectoffungalextracts
(A):A.ochraceus;(C):A.versicolor.(B):A.parasiticus;(●):
SexratiointheRecstock.(x):SexratiointheRec+stock.
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種の抽 出液について通常のシ ョウジョウバエDNA修復試験 を行った(Fig.2-1-2)。その
結果3菌種 の抽 出液すべてにRec・系 において用量の増加に伴 い性比の減少が認め られた
が、Rec+系ではその ような性比の減少は認められなかった。すなわち、これ らAspergil-
lus属3種の抽 出液はDNA損傷性成分 を含むと断定 した。
4.考察
本節で述べた直接検 出法は被検物質の抽出 ・精製を必要 とせず、さらに被検物質を餌
と共に経口投与するinvivo試験であ り、従来の変異原性マイコ トキシン産生の検索法に
比べ大幅に簡便化 された検出法である(40)。その簡便化法である直接検出法 とカビ培
養培地の抽出液 を用いた通常のDNA修復試験法の結果を比較 したが、両者の検 出結果は
よく一致 した(Table2-1-1、2-1-2)。一部の菌種 を試験 した場合性比が通常の性比であ
る1から1.5の範囲を大幅に超 える値 を示 した。その最大の原因はマイコ トキシンの細胞
毒性 にあると考えられる。性比の乱れは抽出液を通常のシ ョウジ ョウバエDNA修復試験
に供 したときの方が多い傾向を示 し、直接検出法においてのみ観察される現象ではなかっ
た。直接検 出法 において性比が大きかったのはA.clavatusであるがRec一お よびRec+の両
系統において性比が大 きくなってお り、DNA修復に関係なく雌に対 して毒性が強い物質
が産生 されたことが推察 される。
直接検 出法は定性的な検出法であるために被検物質のDNA損傷性強度については厳密
には予測で きない。またショウジョウバエDNA修復試験 としてDNA損傷性を明 らかにす
るためにはFig.2・1・1に示 したような用量作用反応を得ることが必要である。 しか し直接
検 出法は成虫数 を正確 にカウン トしなくても牛乳ビンの外か ら肉眼でビン中に赤い 目の
ショウジ ョウバエが多いことを観察するだけでDNA損傷性マイコトキシンが産生された
ことを確認できる簡便迅速法である。直接検出法をカビによるDNA損傷性マイコトキシ
ン産生の検索法 として使用するならば、被検物質の抽出 ・精製を必要 としないために直
接検出法はinvitro試験系 よりも簡便かつ実用的なinvivo試験系であると考えられる。
シ ョウジ ョウバエDNA修復試験において陽性を示 したA.ochraceus、A.parasiticus、A.
versicolorの3菌種が産生するDNA損傷性マイコ トキシンの確認ついては次節で検討す
る。
第2節DNA損 傷性マイコ トキシンの確認
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1.緒言
これ まで に カ ビが 産生 す るマ イ コ トキ シ ンの変 異 原 性 につ い て は多 くの研 究 が な され
て い る(4,41)。例 えばA.flavusおよびA.parasiticusはア フ ラ トキ シ ンB1を産生 し、 ま
た.A.versicolorはス テ リグマ トシス チ ンを産生 す る(42)。 これ らの マ イ コ トキ シ ンは変
異 原性 だけ で な く発 が ん性 を示 す こ とも明 らか にな っ てい る(41)。 また第1章 第1節 に
お い て これ らの物 質 は シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試験 で陽 性 を示 す こ と も確 認 した 。 し
か しA.flavusは第2章 第1節 の シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 で は陰 性 で あ った が 、 これ
は シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 の検 出感 度 と本 条 件 下 で の ア フ ラ トキ シ ンB1の産生 量
の 問題 で あ ろ う。
A.ochraceusはオ ク ラ トキ シ ンAや ペ ニ シ リ ン酸 な どの複 数 の マ イ コ トキ シ ン を産生 す
る こ とが 知 られ て い る(42)。 しか し両 物 質 の変 異 原性 につ い て はそ の評 価 が定 まっ て
お らず(40,41,43,44,45,46)、A.ochraceusが産生 したマ イ コ トキ シ ンがDNA損 傷 性
を示 した こ とは、A.ochraceusが産生 す るマ イ コ トキ シ ン に関 して新 知 見 を見 い 出せ るか
も しれ な い。本 節 は第1節 にお いて 陽性 を示 した3菌種 抽 出液 のDNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ
ンの本 体 を分 析 化 学 的 に明 らか にす る こ と を 目的 に行 った 。
2.材料 お よ び実験 方 法
化 合 物:ア フ ラ トキ シ ンB1およびス テ リ グマ トシス チ ンはMakorChemical社(イス ラ
エ ル)よ り購 入 した。 ア フ ラ トキ シ ンB1はメ タノ ー ル に溶 解 し、標 準 溶 液 と して10.4μ
g/mL溶液 を使 用 した 。 ス テ リグマ トシス チ ンは ジ メチ ルス ルポ キ シ ドに溶解 し、標準 溶
液 と して1mg/mL溶液 を使 用 した 。ペ ニ シ リ ン酸 は和 光 純 薬(大 阪)よ り購 入 した 。
薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィー(TLC):メ ル ク社 製TLCプ レ ー トKieselgel60Art.5721
(20cmx20cm)を活 性 化 せず にそ の ま ま使 用 した。 カ ビ培 養 培 地 抽 出液 中の マ イ コ ト
キ シ ン の測 定 に は 蛍 光 検 出器 付TLCク ロ マ トス キ ャ ナ(CS-910型、 島 津 製 作 所 製 、 京
都)を 用 い た 。
ア フ ラ トキ シ ンB1およ び ステ リグマ トシ スチ ンの分 析:ア フ ラ トキ シ ンB1の分 析 に は
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衛 生 試 験 法 注 解 に従 い展 開 溶媒 と して ク ロ ロホ ル ム:ア セ トン混 液(9:1)を 使 用 した
(47)。ア フ ラ トキ シ ンB1の定 量 は励 起 波 長365nmおよび蛍 光 波長420nmによ りTLCプ
レー トを走 査 し、 ア フ ラ トキ シ ンB1標準 と同一 のRf値を示 す ス ポ ッ トの 蛍 光 強度 を測 定
した 。
ス テ リグ マ トシス チ ンの分析 も衛 生 試験 法注 解 に従 い展 開 溶媒 と してベ ンゼ ン:メ タ
ノ ー ル:酢 酸 混 液(90:5:5)を用 い て分 析 した(47)。 ス テ リグ マ トシス チ ンの 定 量 は
展 開 したTLCプ レー トに20%AICI3溶液 を噴 霧 後80℃で30分 間放 置 し、 そ の後 励 起 波 長
365nmおよび蛍 光 波 長500nmによ りTLCプレー トを走査 し、ス テ リグマ トシス チ ン標 準
と同一 のRf値を示 す ス ポ ッ トの蛍 光 強 度 か ら定量 した。
A.ochraceus培養 培 地抽 出液 のTLCに よ る分 離:.A.ochraceus培養培 地抽 出 液0.5mLを
TLCプレー トの 下 か ら1cmの部 分 に水 平 に線状 にス ポ ッ トし、ベ ンゼ ン:メ タノ ー ル:酢
酸 混液(90:5:5)を用 い て展 開 した。展 開後TLCプレー トに紫 外 線 ラ ンプ照 射下 に青 白 い
蛍 光バ ン ドの存 在 を確 認 した の ち、TLCプ レー トの展 開 した部分 を下 か ら水 平 方 向 に1cm
の 幅 で か き取 った 。 か き取 った 各 画分 は ク ロ ロ ホル ムで抽 出 し、 シ ョウジ ョウバ エDNA
修 復 試 験 に供 した 。本 実 験 は展 開 したTLCプ レ7ト 上 の どの部 分 にDNA損 傷 性 物 質 が分
離 され た か を確 認 す る こ と を 目的 と した た め 、Rec一系 の試 験 の み行 っ た。
高 速 液 体 クロ マ トグ ラフ ィー(HPLC):HPLCは 以 下 の 条件 に よ り行 った 。 ポ ン プ:
L-6000型(日立 製 作 所 、 東 京)、 カ ラ ム:YMC・A312(充填 剤:C18、 内 径4.6mmx
15cm;ワイ エ ム シ ー 、 京 都)、 検 出 器:4200型(日 立 製 作 所 、 東 京)、 検 出 波 長:
225nm、移 動 相:20%ア セ トニ トリル を含 む10mMリ ン酸 緩 衝 液(pH4.0)、流 速:
0.8mL/分、 試 料 注 入 量:20uL。
3.結果 お よ び考 察
A。parasiticus培養 培 地抽 出液 をTLCによ り分 離 し、 その 蛍光 ス ポ ッ トをク ロマ トス キ ャ
ナ に よ り測 定 した結 果 をFig.2-2-1に示 した。 図の横 軸 はRf値を表 わ し、 また縦 軸 はス ポ ッ
トの 蛍 光 強 度 を表 わす 。そ の 結 果 ア フ ラ トキ シ ンB1はRf値0.44にピー ク と して検 出 され
た 。A.parasiticusfufu地抽 出液 もRf値0.43にピー ク を示 し、 ア フ ラ トキ シ ンB1が存 在
す る こ とを確 認 した ・両 者 の ピー ク高か らA.s.parasiticusf培地 抽 出液 は1.2μ9/mLのア
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フラ トキ シ ンB1を含 む こ とが わか った 。他 に
もピー クが 検 出 され たが 、 こ れ らのRf値は他
の ア フ ラ トキ シ ン類 のRf値とは一 致 しなか っ
た 。 第1節 のFig.2・1・1にお い て.A.parasiticus
培 養 培 地 抽 出液 がRec一系 の性比 を0.1に減少 さ
せ た用 量 は50μL/g餌で あ っ た 。 この 用 量 で
の ア フ ラ トキ シ ンB1濃度 は約60ng/9餌と な
る。 一 方 第1章 第1節 にお い て ア フ ラ トキシ ン
B1がRec一系 の 性 比 を0.1に減 少 させ た用 量 は
0.12nmole/g餌す な わ ち40ng/g餌で あ っ た
(Fig.1-1-1)。こ れ らの値 は生 物 試験 か ら算
出 され る値 と して は ほぼ 同 レベ ル の濃 度 で あ
る と考 え られ る 。つ ま り、A.parasf亡fcus培養
培 地抽 出 液 中 に含 まれ てい たDNA損 傷 性 物 質
は ア フ ラ トキ シ ンB1であ る と結 論 した。
A.flavus培養 地抽 出 液 にお い て もク ロマ
rd
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トのRf値0.44に低 い ピー ク様 形状 を示 した 。 しか しA.flavus培養 地抽 出 液 とア フ ラ ト
キ シ ンB1標準 液 をTLCプレ ー トに重 ね打 っ た時 、 両者 は一本 の ピー ク とは な らず シ ョル
ダ ー を持 つ ピ ー ク とな った 。 した が ってRf値0.44のピー ク は ア フ ラ トキ シ ンB1では な
く、本 培 養 条 件 で はA.flavusによ る ア フ ラ トキ シ ンB1の産生 は なか っ た判 断 した。A.
flavusは常 に ア フ ラ トキ シ ンB1を産 生 す る とは 限 らず(48)、Table2-1-1にお い てA.
flavusがDNA損傷 性 陰性 で あ った結 果 と合 致 す る 。
A.versicolor培養培 地抽 出液 のTLC分析 の結 果 をFig.2-2-2に示 した 。ス テ リグマ トシス
チ ンはRf値0.83にピー ク と して検 出 された 。A.versicolor培養培 地 抽 出液 もRf値0.83に
ピー ク を示 し、 ス テ リグマ トシス チ ンが存 在 す る こ とを確 認 した。 両 者 の ピー ク高か ら
A.versicolorf培地抽 出液 は約460μg/mLのス テ リグ マ トシスチ ン を含 む こ とが わか っ
た 。
第1節 のFig.2-1-1にお い てA.versicolor培養培 地 抽 出液がRec一系 の性 比 を0.3に減 少 させ
た用 量 は50μL/g餌で あ った 。 この用量 をス テ リグマ トシスチ ン濃 度 に換算 す る と約23μ
g/g餌とな る。 一方Fl騒1・1-2にお い てス テ リグマ トシスチ ンがRec・系 の性 比 を0.3に減少 さ
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せた用量は23nmole/g餌すなわち7.3μg/g餌
であった。ステリグマ トシスチンの定量は
TLCプレー トに20%AICI3溶液 を噴霧後にク
ロマ トスキャナにより測定 したために、共存
物質によ りその値が変動 しやすい と思われ
る。またショウジョウバエDNA修復試験にお
けるステリグマ トシスチンの用量作用の反応
性が特に鋭敏でないことか ら(Fig.1-1-2)、
アフラ トキシンB1に比べDNA損傷強度の誤
差は大 きくなると予想される。A.versicolor
培養培地抽出液中のDNA損傷性はステリグマ
トシスチンにより説明できると考え、抽出液
中に含まれていたDNA損傷性物質はステリグ
マ トシスチンであると判定 した。
オクラ トキシンAは本実験で用いたTLC条
Sterigmatocystin
(2ｵ9)
A.vers'CO/OrExtraCt
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Fig.2-2-2
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件 で は、紫 外 線 ラ ンプ照 射 下 にお い てRfO.75付近 に青 白い強 い蛍 光成 分 と して検 出 され る
(47)。A、ochraceus培養 培 地 抽 出 液 をTLCによ り分 離 し、紫外 線 ラン プ を照 射 す る とRf
値o.5-o.7付近 に青 白い 強 い蛍 光 成 分 が検 出 され た(Fig.2-2-3)。この蛍 光 成 分 がDNA損
傷 性成 分 で あ るか を確 認 す るた め に、TLCプレー トを下 か ら水 平 方 向 に1cmの幅 で か き取
SexRatio(Male/Female)
Fig.2-2-3
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22
り、クロロホルムで抽出後ハエDNA修復試験に供 した。その結果下から4番目の画分が
Rec一系の性比を減少させ、この画分(Rf値0.3付近)にDNA損傷性物質が存在 した。DNA
損傷性物質は青白い強い蛍光成分とは異なる物質であ り、オクラ トキシンAのような発蛍
光物質ではないことが判明 した。
A.ochraceusが産生するマイコ トキシンの中で、上記TLC条件で活性画分 に近いRf値を
示す物質としてペニシリン酸が報告されている(42)。ペニシリン酸は225nm付近に極
大吸収 を持つスペク トル示すので、活性画分の
紫外部吸収スペク トルを測定 したところペニシ
リン酸 と同一のスペク トルであった(Fig.2・2-
4)o
DNA損傷性物質がペニシリン酸であるかを確
認するために、これまでに報告 されているペニ
シリン酸の分析法 により活性画分の確認を試み
た。まず活性画分 をA.ochraceus培養培地抽出
液の分離 と同条件のTLCにより分離 し、Scottら
の方法に従いペニシリン酸の検出法であるフェ
ニルヒドラジン溶液を噴霧 し、紫外線ランプ照
射下 においける黄色スポ ッ トの検出を試みた
(49)。ペニシリン酸 は
Rf値0.35に黄色 スポッ ト
として検 出されたが、活
(A)性画分 は黄色 スポ ッ トを
示 さ なか っ た 。 しか し
フェニル ヒ ドラジン溶液
を噴霧 したTLCプレー トを
ヨー ド蒸気 に暴 露す ると
ペ ニシリン酸 より少 し小
さいRf値にス ポッ トを検
出 した。活性画分 はまだ
精製が不十分 であるため
N
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に フ ェニ ル ヒ ドラ ジ ン溶 液 との 反応 性 が悪 か った こ と も考 え られた 。 次 に ガス ク ロマ ト
グ ラ フ ィー に よる確 認 を試 み た(50,47)。ガス ク ロマ トグ ラフ ィ・一にお け る分 離 で は、
活 性 画分 はペ ニ シ リ ン酸 と同 じ保 持 時 間 に ピー ク を示 した(Fig.2・2-5)。しか しガス ク
ロマ トグ ラ フ ィ ー にお け るペ ニ シ リン酸
の ピー ク 形状 は テ ー リン グが顕 著 で十分?
巳
な分離 とは言 えなかった。
分析対 象 物 質 が ガス ク ロマ トグ ラ
フィーにおける分離が不良な場合で も、
HPLCにおける分離では良好なピークと
して検出されることがある。そこで活性
画分 をHPLCに注入す るとペニシリン酸
も検 出されたが、ペニシリン酸 とは異な
る保持時間に大 きなピークが検出された
(Fig.2-2-6)。活性画分 には少なくとも
まだ2成分の物質が存在することが判明
した。
この2成分以外 にはピークが検出され
なかったので、まずペニシリン酸標準品
をハエ修復試験に供 したが試験 した濃度
の範囲では陰性であった(Fig.2-2-7)。
活性画分のペニシリン酸濃度からDNA修
復試験でのペニシリン酸用量を算出する
と0.11mg/g餌であった。この用量 は
Fig.2-2-7のペニシリン酸の修復試験では
明 らかに陰性であ り、ペニシリン酸が
DNA損傷性物質である可能性は否定され
た。また活性画分中のペニシリン酸濃度
から考えると、極大吸収波長における吸
光強度はペニシリン酸だけでは説明でき
なかった。活性画分の紫外部吸収スペク
へ
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トルがペニシリン酸のそれと同一であることも考え合わせると、DNA損傷性物質 もペニ
シリン酸 と同一の吸収スペク トルを示すことが推測 された。HPLC分析においてペニシリ
ン酸の後の大 きなピークを分取 し紫外部吸収スペク トルを測定すると225nm付近に極大
吸収 を示 した。また分離が不十分ではあったが活性画分のガスクマ トグラフィー分析に
おいて同一の保持時間を示 したことか ら、活性画分中の2成分は類似性の高い物質である
推察 された。A.ochraceusが産生するDNA損傷性物質はHPLCクロマ ト上でペニシリン酸
の後に検 出されるピーク成分ではないかと推察されるが、これまでにA.ochraceusがこの
ような物質を産生することは知 られてお らず、この物質を明 らかにす る必要があると考
え次節においてその解明を試みた。
第3節A.ochraceusが産生 す るDNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ ンの解 明
1.緒言
第1節 においてA.ochraceusがDNA損傷性マイコ トキシンを産生すること明 らかに し
た。.A.ochraceusはペニシリン酸、オクラトキシンAなどのマイコトキシンを産生するこ
とが知 られている(42)。第2節においてA.ochraceusが産生 したDNA損傷性マイコ トキ
シンの解明を試みた。A.ochraceus培養抽出液のTLC分離によりオクラ トキシンAはDNA
損傷性マイコトキシンではないことを示 した。またTLC分離において挙動が近かったペニ
シリン酸 をショウジ ョウバエDNA修復試験により試験 したが陰性であった。これらの結
果を明 らかにする過程でA.ochraceusが産生するDNA損傷性マイコトキシンは新規物質で
ある可能性が示唆された。本節ではA.ochraceusを多量培養 し、産生されるDNA損傷性マ
イコ トキシンの分離 ・精製および化学構造の解明を行った。
2.材料お よび実験方法
A.ochraceusの培養:第1節 で述べたショウジ ョウバエ培地中でのカビの培養 と同様の
操作 により、30本の牛乳ビン中のショウジョウバエ培地にA.ochraceusを接種 し、25℃
で20日間培養 した。
活性炭カラム:カ ラムクロマ ト用活性炭(和 光純薬、大阪)を 水で十分 に洗浄 し、不
純物や粒子サイズの小 さいものを除去 した。内径1.5cmのガラス製クロマ ト管に洗浄 した
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活性炭 を水 にけん濁 させながら高さ20cmになるように充填 した。
DNA損傷性成分の分離 ・精製:A.ochraceusを培養 した培地をオー トクレープにより滅
菌後、アセ トニ トリル30mLを加え高速ホモゲナイザーにより撹拌抽出 した。抽出液は
3000回転10分間の遠心分離により可溶性画分 と沈殿物とを分離 した。沈殿物にさらにア
セ トニ トリル30mLを加えホモゲナイザーにより再度高速撹拌抽出した。アセ トニ トリル
抽出液中に浮遊する菌体 をNo.5Aろ紙により除いたのち、150mLごとに500mL分液 ロー
トに移 し、そこへ水130mLおよびクロロホルム100mLを加え激 しく振 とうした。クロロ
ホルム層 をナス型 フラスコへ移 し、水層にさらにクロロホルム100mLを加 え同様の操作
を繰 り返 した。牛乳ビン30本分のクロロホルム層 をロータリーエバボ レータにより約
150mLに濃縮 し、再び分液ロー トに移 し100mLの水でクロロホルム層を洗浄 した。クロ
ロホルム層は無水硫酸Naにより脱水後ナス型 フラスコへ移 し、ロータリーエバボ レータ
によりほぼ乾固するまで濃縮 し、粗抽出物を得た。
粗抽出物を0.1N水酸化 カリウム溶液180mLに溶解 し、約30mLごとに6本の活性炭カラ
ムに吸着 させた。まず水150mLを流出させてこん濁成分 を除去 した。 さらに20%メタ
ノール溶液 を流出させ・溶出液を50mLごとに第2節と同様の条件下のHPLCに注入 し、 目
的 成分 の 溶 出 画分 を採 取 した 。 溶 出 画分 をロ ー タ リーエ バ ボ レー タ に よ り濃 縮 乾 固 した
の ち水60mLを加 えて 溶解 した 。 この 溶液 をメ タノ ール100mLおよび水150mLによ り前 処
理 したC18メガ ボ ン ドエ ル ー ト(5g,Analit孟chemlnternationalCA、ア メ リ カ)に 負 荷 し
た。水60mLを流 出 させ る こ とに よ り色 素お よびペ ニ シ リ ン酸 を溶 出 させ 、 そ の後20%メ
タノ ー ル 溶 液 を150mL流出 させ る こ とに よ り 目的成 分 を溶 出 させ た 。 ボ ン ドエ ル ー ト溶
出液 を ロ ー タ リ ーエ バ ボ レー タ に よ り濃 縮 乾 固 した の ち 、析 出物 を少 量 の ア セ トン に溶
解 し、 さ らに石 油 工 一テ ル を加 え冷蔵 庫 内 に放 置 す る こ とに よ り無色 針 状 の 結 晶様 析 出
物 を得 た 。
核 磁 気 共 鳴 装 置(NMR)と 分 析条 件:NMRはXL・300型(VarianAssociates,Inc.CA、
ア メ リ カ)を 使 用 した。 測 定 条件 は1Hおよび13C・NMRの測定 はそ れ ぞ れ299.945MHzおよ
び75.429MHzで行 った 。NMRシ グ ナ ルの 帰 属 は1Hおよび13C-NMR、DistortionlessEn-
hancementbyPolarizationTransfer(DEPT)1H-13CCorrelationSpectroscopy
(COSY)、longrangeIH-13CCOSY.法に よ り得 られた情 報 を基 に行 っ た。
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3.結果
A.ochraceusが産生するDNA損傷性マイコ トキシンの培地か らの抽出は、基本的には第
1節で行ったカビを培養 した培地抽出液の調製法と同様の操作により行った。その結果30
本の牛乳ビン培地か ら7.47gの粗抽出物を得た。この粗抽 出物はペニシリン酸に加え多量
の色素 を含 んでいた。第2節のTLCによるA.ochraceαs培養培地抽出液の分離においては
活性画分 は無色であ り、色素はきょう雑成分 と考えられた。そこで粗抽出物 を活性炭 カ
ラムクロマ トに供 し、色素を活性炭に吸着させることを試みた。粗抽出物は水 には溶け
にくかったが、0.1N水酸化 カリウム溶液には溶解 したので、水酸化 カリウム溶液 として
負荷 した。 目的成分はHPLCにより確認しなが ら20%メタノール溶液により溶出させた。
ペニシリン酸 などの きょう雑成分がなるべ く混入 しない範囲を採取 したところ、カラム
1本当たりの溶出量は300mLであった。この20%メタノール溶出画分 をロータリーエバポ
レータにより濃縮乾固 したところ1.25gの析出物を得た。この析 出物はまだペニシリン酸
を重量換算で約1%含み、また水に溶けたがその水溶液はまだ薄い茶色 を呈 した。 目的成
分がペニシリン酸でないことを示すにはペニシリン酸を完全に除 く必要があると考え、
さらにC18メガボンドエルー トによる精製を行った。メガボン ドエルー トによる精製では
ペニシリン酸は水 と共 に溶出 し、 目的成分は20%メタノール溶液150mLにより溶出 し
た。この溶出液をHPLCに注入するとFig.2・3・
1に示す ような単一ピークを示 した。そこで
この画分を濃縮乾固後、析出物を少量のアセ
トンに溶解させ、さらに石油工一テルを加え
て再結晶を試みたところ無色の針状結晶が析
出した。風乾後結晶の重量を測定 したところ
0.25gであった。
この針状結晶のNMRスペク トルを測定 した
ところTable2-3-1に示すような結果を得た。
得 られた値はSetoらによって報告されたペニ
シリン酸の帰属 とほぼ一致 したが(52)、ペ
ニシリン酸には存在 しないイソプロピル基の
存在 を示 した。1次元NMRではイソプロピル
■ ・ ・ 璽1
081624
RetentionTime(min)
Fig.2-3-1
HPLCchromatogramsofthepurified
5,6-dihydropenicillicacidin20%metha-
nolfractionwithMegaBondElutsepara-
tion
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Table2-3-1.NMRdatafor5,6-dihydropenicillicacid
1H 13C
1
2
3
4
5
6‐Me
7‐Me
8‐OMe
-OH
5.06(s}
2.21(sep,ノe6.9Hz)
0.91(br-d,j=6.9Hz)
1.10(br-d,j=6.9Hz)
3.92(s)
1.64(br-s)
171.5(s)
89.3(d)
180.0(s)
105.7(s)
33.2(d)
16.4(q}
15.5(q)
59.7(q)
Valuesofchemicalshifts(d)areshowninppm,relativeto
tetramethylsilaneusedasinternalstandardinCDC13at25°C.
基 が 広 幅 の シ グ ナ ル と して 観 測 さ れ た が 、
D20を添 加 す る とシ ャー プ な二 重 線 と して観
察 され た 。NMRス ペ ク トルか ら推 察 され た 目
的物 質 はFig.2-3-2にそ の 構 造 を示 す5-hy-
droxy-4-methoxy-5-(1-methyl)-2(5H)-furanone
であ っ た。 この 構 造 はペ ニ シ リン酸 の5,6位炭
素 間 の2重 結 合 が 水素 原 子 で飽和 した もので あ
り、 そ の 一 般 名 は5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸
と称 す べ き物 質 で あ っ た 。高 分 解 能 質 量 分析
Fig.2-3-2
Structureof5,6-dihydropenicillic
acid
に よ り得 られ た 目的物 質 の質 量 は172.0731であ った(Table2-3-2)。この値 はNMRス ペ
ク トル よ り推 定 され た構 造 か ら算 出 され る質量172.0734と一 致 した 。 した が って 目的 成
分 は分 子 式C8H1204で表 され る5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 で あ る と結 論 した 。
5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 をシ ョウジ ョウバ エDNA修復 試験 に供 した ところ 、 この 物 質
Table2-3-2.Highresolutionmassspectrumdataof5,6-dihydropenicillicacid
Ion Found Calculated
十
CsHiaO4(M)
十 十
CaHisO4(M+H)
172.0731
173.0811
172.0734
173.0812
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はDNA損 傷 性 を示 した(Fig.2-3-3)。
DNA損傷 性 の 強 度指 標 で あ るRec一系 にお い
て性 比 を0.1に減 少 させ る用量 は約0.65mg/
g餌で あ っ た。 また第1節Fig.2-1-1にお い て
A.ochraceus培養 培 地抽 出液 がRec・系 の性
比 を0.1に減 少 させ た用 量 は70μL/g餌で
あ った 。A.ochraceus培養 培 地抽 出液 には
5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 が10.9mg/mL含
まれ て お り、 性 比 を0.1に減 少 させ た用 量
は0.75mg/g餌と計 算 され る。 この 値 は5,6一
ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 純 品 に よる値 と同 レ
ベ ル の 用 量 で あ る 。 以 上 の こ と か らA .
ochraceロs培養 培 地 抽 出 液 中 に含 ま れ て い
たDNA損 傷 性 物 質 は5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ
ン酸 で あ る と結 論 した 。
Fig.2-3-3
DNAdamagingeffectof5,6-dihydro-
penicillicacid
(●):SexratiointheRecstock.(x):Sexratioin
theRec+stock.
4.考察
A.ochraceロs培養 培 地抽 出液 に は変異 原性 を示 す可 能 性 の あ るペ ニ シ リ ン酸 、 オ ク ラ ト
キ シ ンAな どを含 む こ とが推 察 され た(42)。 しか し第2節 にお い て これ らの物 質 が シ ョ
ウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 にお い て 陽性 成 分 で あ る可 能性 は否 定 さ れた 。
そ こで本 節 で はA、ochraceus培養培 地抽 出物 に含 まれ るDNA損傷 性 物 質 の分 離 ・精 製 を
行 い、 そ の 物 質 が5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 で あ る こ と を明 らか に した 。5,6一ジ ヒ ドロペ
ニ シ リ ン酸 はペ ニ シ リン酸 関 連物 質 の合 成 の 一環 と してペ ニ シ リン酸 を化 学 的 に還元 し
た と き に生 じる こ とが 報 告 さ れ て い る(53)。 ま たSassaらはマ イ コ トキ シ ン検 索 の 中
で、 菌種 が特 定 され てい ないAspergillus属の カ ビに よる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 産生
を報 告 して い る(54)。 しか しそ の 中で は5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は生 物 活性 を示 さな
い だ ろ う と予 測 した 。 した が って、本研 究 が初 めて特 定 され た菌種(A .ochraceus)によ
る5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の 産生 を明 らか に し、 またそ のDNA損 傷性 を明 らか に した こ
とに な る 。
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第4節 小 括
1.ショウ ジ ョウバ エ培 地 に カ ビ を接種 し、 カ ビが産 生 した マ イ コ トキ シ ン を含 む培 地 を
餌 と して幼 虫 に摂 取 させ るこ とに よ り、DNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ ン産生 を簡 便 に検 出
す る方 法(直 接 検 出法)を 開発 した 。
2.直接 検 出法 に よ りA。pareasiticusによ るア フ ラ トキ シ ンB1産生 な ど、 カ ビ に よ る変 異
原 性 マ イ コ トキ シ ン産 生 が 検 出 され た 。
3.直接 検 出法 はinvitro試験 法 よ り も操 作 が簡 単 なinV2V(鹸出法 で あ った 。
4.直接 検 出法 に よ りA.ochraceusが既 知 マ イ コ トキ シ ン とは異 な るDNA損 傷 性 マ イ コ ト
キ シ ン を産生 す る こ とを見 い だ した 。
5.A.ochraceusが産生 したDNA損 傷 性 マ イ コ トキ シ ンは5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 で あ る
こ と を明 らか に した。5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の生 物活 性 は本研 究 にお い て初 めて 明
らか に な っ た 。
30
第3章5,6一 ジ ヒ ド ロ ペ ニ シ リ ン 酸 の 変 異 原 性 試 験
第1節5,6一 ジ ヒ ドロ ペ ニ シ リ ン 酸 のinvitro変異 原 性 試 験
1.緒言
第2章 に お い てA.ochraceusが産生 す るDNA損傷 性物 質 が5,61ジヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 で
あ る こ とを 明 らか した。本 研 究 は シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試験 の応 用 的研 究 で あ る た
め に、 まずinvivoレベ ルで5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 がDNA損 傷 性 を示 す こ とが確 認 さ れ
た 。 しか し通 常 の 変 異 原性 試 験 で はinvitro変異 原性 試 験 を第 一次 ス ク リー ニ ング と して
行 う(10,11,12)。5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 にお い
てDNA損 傷 性 を示 した が 、DNA損 傷 性 物 質 す な わ ち変 異 原性 物 質 で あ る とは断言 で きな
い 。 そ こで本 節 で は5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 変異 原 性 試験 を細 菌 を用 い たinvitroレ
ベ ル で行 った 。 試験 系 と して はinvitro変異 原性 試 験 と して最 も広 く行 われ て い るAlnesテ
ス トとて 第1章 第1節 で述 べ たumuテス トの2試 験 法 を用 い た 。
2.材料 お よ び実験 方 法
化 合 物:5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は第2章 第2節 にお い て精製 した もの を ジメ チ ルス ル
ポ キ シ ドに溶 解 して使 用 した。 ペ ニ シ リ ン酸 は和 光純 薬(大 阪)よ り購 入 した 。 ラ ッ ト"
肝 臓S9は オ リエ ン タル酵 母 製(東 京)を 使 用 した 。
Amesテス ト:Amesテス トは プ レイ ンキ ュベ ー シ ョン法 に よ り行 っ た(23)。 試 験 菌
株 に はSalmonellatyphimuriumTA100およびTA98を用 い た 。被 検 物 質 溶 液0.1mLおよび
一夜 培 養 した試 験 菌 液0.1mLの混 液 に、S9混合 液 また は0.1Mリン酸 緩 衝 液(pH7.0)のど
ち らか を0.5mL加え て37℃で20分間振 と う培 養 した 。 この 培 養 液 に さ らに ソ フ トア ガ ー
液2mLを加 え、 た だ ち に全 量 を シ ャー レ中の寒 天 培 地 上 に均 一 に広 げ た 。 シ ャー レは37
℃ で48時間培 養 し、 出現 した変 異 コ ロニ ー数 を カウ ン トした 。実験 結 果 は独 立 した4試行
の平 均 値 で 表 わ し、 陽 性対 照 と してAF-2(0.01μ9/プレー ト)お よび2一ア ミ ノア ン トラ
セ ン(0.1mg/プレー ト)を 用 い た 。
umuテス ト:umuテス トは第1章 第2節 にお い て述 べ た方 法 と同様 の方 法 に よ り行 った。
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第1章 第2節 で は代 謝 活 性化 に シ ョウジ ョウバ エS9を使用 した が、本 節 で はAmesテス トと
同様 に ラ ッ ト肝 臓S9混合 液 を使用 した 。対 数 増殖 期 にあ る試 験 菌Salmonellatyphimurium
TA1535/pSK1002を含 むTGA培 地2mLに変 異 原物 質溶 液0.1mLを加 え、 さ らに0.1Mリン
酸緩 衝 液(pH7.4)ある い はS9混合 液 の どち らか を0.4mL加え て37℃で2時 間振 と う培 養
した 。被 検 物 質 に よるumu遺伝 子 の発 現 は βガ ラ ク トシ ダ ーゼ活 性 と して検 出 し、 βガ
ラ ク トシ ダ ー ゼ活 性 はMilarの方 法 に よ り測 定 した(31)。
3.結果お よび考察
Amesテス トに よる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の変異 原性 試 験 の結 果 をTable3-1-1に示 し
た 。5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は 試験 に 用 い たTA100株お よびTA98両 菌 株 に お い て
S9(+)(一)の両条 件 下 で最 高 濃 度5mg/プレー トまで陰性 で あ った 。TA98株にお い て はS9(+)
条 件 で0.1mg/プレー トの コロニ ー数 が 陰性 対 照(1/プ レー ト)に 比 べ や や増 加 して い
るが 、 高 濃 度 で の 用 量 作 用 関係 が な くまた増加 率 も陰性対 照 の1.6倍程 度 で あ る ので 陰性
と判 断 した 。
次 に5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 お よびペ ニ シ リン酸 のumuテス トの結 果 をTable3-1-2に
示 した 。試 験 に供 した範 囲 の濃度 で は両化 合 物 に よるumu遺伝 子 の発 現 は認 め られず 陰性
と判 断 した 。
2種の微 生物 変 異 原性 試験 の結 果、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は共 に陰性 で あ った 。5,6一
ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 が シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 と微 生 物 変 異 原 性 試験 で 異 な っ
Table3-1-1.Mutagenicpotencyof5,6-dihydropenicillicacidinAmestest
Dose
(mg/plate)
Numberofrevertantcoloniesa
TA100TA98
s9(+) S9(一) s9(+) S9(う
0
0.1
0.5
1.0
5.O
AF-2b
2-AAA
129
118
122
122
103
296
107
99
110
109
89
465
32
53
50
48
40
1:
25
33
32
25
24
117
a:Valuesaretheaverageof4experiments.
b:PositivecontrolforS9(一)atthedoseofO.01ｵg/plates.
c:PositivecontrolforS9(+)atthedoseofO.1ｵg/plates.
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Table3-1-2.Inductionofumugeneexpressionbypenicillicacidand
5,6-dihydropenicillicacid
Dose
(mg/ml)
(3-Galactosidaseactivity(units)a
PADHPA
S9(一) s9(+) S9(一) s9(+}
0
0.5
1
2
3
76
46
55
54
58
65
50
49
48
39
76
86
79
61
52
65
59
47
38
33
a:Valuesaretheaverageofduplicateexperiments.
PositiveControl:AF-2(0.032dug/mL,S9(一))585.units.
2-AA(0.08ｵg/mL,S9(+))269units.
た結果 を生 じた理由として試験形態の差が考 えられる。ショウジ ョウバエDNA修復試験
では投与された5,6一ジヒ ドロペニシリン酸は幼虫にとっては異物であり、体内でなんらか
の代謝反応 を受けると考えられる。第1章においてショウジョウバエDNA修復試験の結果
は、ハエ体内での変異原物質の代謝 を総合的に反映 した結果であること示 した。一方in
vitro試験では通常試験菌による代謝活性化は、細胞外の試験菌培養液に加 えられたラッ
ト肝臓S9によって活性化 を行 う。5,6一ジヒ ドロペニシリン酸がinvi亡ro系で陰性であった
ことの理由として、活性体の膜透過性や安定性が低い可能性が推察 される。詳細な実験
は行 っていないが、5,6一ジヒ ドロペニシリン酸は水溶性が高 く、n一ヘキサンなどの無極性
溶媒には溶けにくい。一般に脂溶性の低い物質の細胞膜透過性は低いので(55)、5,6一ジ
ヒ ドロペニシリン酸の活性体が試験菌に吸収 されにくいことが想像 される。
第2節5,6一 ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 のinVIVO変異 原性 試験
1.緒言
本章第1節において5,6・ジヒドロペニシリン酸は微生物試験での変異原性陰性という結
果を得た。この結果は5,6一ジヒ ドロペニシリンがinvivoでDNA損傷性であったことは相い
れないようにも考えられる。しか しこれまでにもウレタンのように微生物変異原性試験
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は陰性であるが、invivo試験では陽性 を示 した変異原物質は知 られている(56)。衛生
学的な立場か ら考えれば、 より発がん実験 に近いinvivo変異原性試験性の結果が重要で
ある。そこで本節ではショウジョウバエを用いる翅毛スポットテス トにより、5,6一ジヒ ド
ロペニシリンのinvivo変異原性試験 を行 った。この方法は、ショウジ ョウバエDNA修復
試験 と同様の処理により幼虫に被検物質を投与 し、ハエ成虫の羽に生 じる変異体である
多翅毛お よび炎毛を顕微鏡下で観察する試験法である。標識遺伝子であるmwhあるいは
flrは通常 トランスヘテー-状態の劣勢遺伝子であるために、それぞれがホモまたはヘ ミ状
態になった場合 にだけ標識遺伝子が発現される。正常な翅毛は1個の細胞か ら1本のまっ
セ
す ぐな毛が出ている。突然変異によりホモの状態になった時に、多翅毛のみまたは炎毛
のどちらかか らなるシングルスポット、あるいは多翅毛 と炎毛変異体が隣接するふたこ
スポッ トを生 じる。スポットの大 きさは細胞の分裂回数が多いほど大 きくなる。シ ョウ
ヰ
ジ ョウバエ翅毛スポッ トテス トでは体細胞の染色体組換え畚検出するという真核細胞特
有な現象 を観察するので、細菌の系では検出されない ような変異原活性 を検出できる可
能性がある。発がんの第一歩は体細胞の突然変異であり、体細胞突然変異の検出系であ
るシ ョウジ ョウバエ翅毛スポッ トテス トは発がん物質のスクリーニング系 として重要で
ある(18,20,57)。
2.材料お よび実験方法
化合物:5,6一ジヒ ドロペニシリン酸は第2章第2節において精製 したものを、エタノール
お よびTween80の混液(2:1)を3%含む水溶液に溶解 した。
ショウジョウバエ:シ ョウジ ョウバエは梁博士(大 阪大学)よ り分与 された ものを使用
した。使用 した系統 は、雄にDrosophilamelanogasterflr3/TM3,Serを、また雌 にDroso-
philamelanogastermwhjv;spa・・1を使用 した。標識遺伝子mwhおよびflr3をトランスヘテロ
状態にもつ幼虫 を作るために、バージンの雌80匹と雄100匹を別々に成熟 させたのち、第
2章第1節で述べた牛乳ビンに入った培地中で24時間飼育 し交配させた。幼虫の採取 は第
1章第1節で述べた方法により行い、3齢幼虫を試験幼虫として使用 した。
ショウジョウバエ翅毛スポ ッ トテス ト:3齢幼虫に対する5,6・ジヒ ドロペニシリン酸の
処理は第1章第1節で述べたシ ョウジ ョウバエDNA修復試験 と同様の操作 により行った。
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5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 試験 溶液3mLをシ ョウジ ョウバ エ イ ンス タ ン ト培 地1.19とよ く
混 ぜ 合 わせ 、 そ こへ 約200匹の3齢 幼 虫 を加 え て25℃で成 虫 に な る まで飼 育 した 。 陽性 対
照 と して は0.03%メチ ル メ タ ンス ル フ ォン酸 水溶 液 を0.3mL使用 した 。成 虫 の 中か ら野性
型 羽 を指標 に標 識 遺伝 子(rnwh,+/+,flr3)をトランスヘ テ ロに持 つハ エ だけ を採 取 した 。
標 識 遺 伝 子 が トラ ンスヘ テ ロで ないハ エ は 、突然 変 異 を検 出 で きない が 、Ser遺伝 子 に よ
り羽 の 先 に切 り込 み が 入 っ てお り区 別 で きる。 採 取 した ハ エ は実体 顕 微 鏡 下 で 羽 を体 か
ら切 り離 し、羽 をFaure液(抱水 ク ロ ラー ル50g、ア ラ ビア ゴム30g、グ リセ リ ン20mL、
水285mL)に浸 した。Faure液に しば ら く浸 した 羽 はス ライ ドガ ラス上 に広 げ、 乾燥 後 さ
らにFaure液を塗布 し、 カバ ー ガ ラス をか け顕微 鏡 観 察 用 プ レパ ラー トと した 。顕微 鏡 下
の 観 察 は150-300倍の拡 大倍 率 に よ り行 った 。得 られ た結 果 はKastenbaum-Bowmanの表
に よ り有 意 差 検 定 を行 った(58)。
3.結果お よび考察
5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の シ ョウジ ョウバ エ翅 毛 ス ポ ッ トテ ス ト結 果 をTable3-2-1お
よびTabIe3-2-2に示 した 。5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は10mg/g餌の 用量 で 変 異 ス ポ ッ ト
を持 つ 羽 の 割 合 を増 加 させ た(Table3-2-1)。羽 一枚 当 た りの ス ポ ッ ト頻 度 で 比 較 す る
と、 無 処理 対 照 群 の0.27から0.65へと有 意 な増 加 を示 した 。増 加 した ス ポ ッ トをそ の種
類 ご とに分 類 す る と、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は10mg/g餌の 用 量 で シ ング ル小 ス ポ ッ
ト頻度 を対 照 群 の0.23から約3倍 の0.63に有 意 に増加 させ 、 また双 子 ス ポ ッ ト頻 度 も同様
に0.01から14倍の0.14に増 加 させ た 。5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の3mg/g餌の用 量 にお い
TABLE3-2-1.Frequencyofmutagenicspotsinthewingtreatedby
5,6-dihydropeniciilcacidintheDrosophila
Wingswithspots
Treatment No.ofwingsexamined
Number Frequency
DHPA10(mg/g)
3
Control
MMS(0.03%)
65
60
74
30
42
22
20
27
0.65a
O.37
0.27
0.90a
a:Valuesweresignificantlydifferentfromcontrolbymeansofthe
Kastenbaum-Bowmantest.P=0.05
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Table3-2-2.Mutagenicityof5,6-dihydropenicillicacidintheDrosophila
wingspottest
Frequenciesofspottype
Treatment
Single TwinC
Smalla Largeb
DHPA10(mg/g)
3
Control
MMS(0.03g'o)
0.63d
O.43
0.23
d1
.77
11:
11:
0.05
d1.93
dO
.14
0.03
0.oi
d1.40
a:Smallsinglespots(oneortwocells).
b:Largesinglespots(threeormorecells).
c:Twinspots.
d:Valuesweresignificantlydifferentfromcontrolbymeansofthe
Kastenbaum-Bowmantest.P=0.05
てもシングル小スポ ット頻度が0.43と増加傾向を示 した(Table3・2-2)。双子スポッ トは
染色体の組換えのみにより引き起こされることがわかってお り(57)、5,6・ジヒ ドロペニ
シリン酸がシ ョウジ ョウバエ体細胞 において染色体の組換え変異 を生 じることが確認 さ
れた。
5,6一ジヒ ドロペニシリン酸の変異原性は微生物試験では陰性、ショウジョウバエDNA修
復試験お よび翅毛スポ ットテス トでは陽性であった。これまでに同様の結果を示 した発
がん物質としてはウレタンが知 られている(56)。ウレタンも5,6一ジヒドロペニシリン酸
と同様 に比較的質量が小 さくまた水溶性の高い物質であり、5,6一ジヒ ドロペニシリン酸の
変異原性 を考える上で興味深い。
5,6一ジヒ ドロペニシリン酸は翅毛スポットテス トにおいて染色体の組換え変異 を誘発 し
た。翅毛スポッ トテス トは主に染色体の組換え変異を検出する系であるが、細菌を用い
る変異原性試験 はDNAのひとつの塩基の欠失や置換 を検出 しているにす ぎない(23,
32)。おおまか に例えれば翅毛スポットテス トは大きな遺伝子の損傷 を引 き起 こす物質
を主に検 出するのに対 して、細菌を用いる変異原性試験は小 さな損傷を引 き起 こす物質
を主に検 出すると言える。明 らかに翅毛スポットテス トによって検 出される変異原性は
危険度が高 く、発がん予測の精度 も高い評価 を得ている由縁である。5,6一ジヒ ドロペニシ
リン酸が染色体の組換え変異を誘発 したことから、発がん性を示す確率は高いと思われ、
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今後 さらに詳細な発がん試験などを行うべき物質であると考えられる。
シ ョウジ ョウバエ翅毛スポットテス トとショウジ ョウバエDNA修復試験は共にシ ョウ
ジ ョウバエを用いる変異原物質検出試験である。ショウジ ョウバエDNA修復試験 は開発
されて日が浅 く蓄積 されたデータはまだ多 くはない。一方ショウジョウバエ翅毛スポッ
トテス トはinvivo変異原性試験 としては確立 された実験系であ り発がん予測の精度 も高
い(18,57)。しか し実験に要する労力はシ ョウジョウバエDNA修復試験の方がはるか
に少ない。成虫の雄雌 を肉眼でカウントするDNA修復試験 に対 して、翅毛スポットテス
トではプレパ ラー トに固定 した羽の翅毛を顕微鏡下で一本づ?観 察する必要がある。ま
た5,6一ジヒ ドロペニシリン酸 の変異原性検出感度において も翅毛スポッ トテス トでは
10mg/g餌の用量が必要であったが、DNA修復試験では性比を0.1に減少 させ る用量 は
0.65mg/g餌であり、約15倍の感度差がある(第2章第3節)。 また翅毛スポッ トテス トに
おける用量作用関係はDNA修復試験ほど明確な直線性を示 しにくく、通常データの統計
処理により有意性を判定する必要がある(59)。したがって食品成分など環境物質の変
異原性試験 としての翅毛スポットテス トの位置付けは、第2次スクリーニングということ
になる。これまでのショウジ ョウバエDNA修復試験に関する研究は、試験法 としての評
価のための既知変異原物質の検出感度が中心であ り(18,19)1この方法による新規変
異原物質の検出例はなかった。第2章において検 出した5,6一ジヒ ドロペニシリン酸はショ
ゥジ ョウバエDNA修復試験 によって検索 された最初の変異原物質である。ショウジ ョウ
バエDNA修復試験は第2章において示 したような、特定の条悸下においては1、vitro試験
よ り も優 れ た 第1次 ス ク リーニ ング系 と して活 用 され る こ とが 期待 さ れ る。
第3節 小 括
1.5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 はinvitro変異 原 性 試験 で あ るAmesテス トお よびumuテス ト
で は 陰性 で あ っ た 。
2.ショウジ ョウバ エ翅 ス ポ ッ トテス トにお い て5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は変 異原 性 を示
し、 染 色 体 の組 み換 え を誘 発 す る こ とが 明 らか に した 。
3.ショウジ ョウバ エDNA修 復 試 験 はinvitro変異 原性 試 験 で 陰性 の 変 異 原物 質 を も陽性 に
検 出 し、 そ の検 出感 度 が優 れ てい る こ と を示 した。
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第4章5,6一 ジ ヒ ド ロ ペ ニ シ リ ン 酸 の 衛 生 学 的 研 究
第1節A.ochraceusに お よ び そ の 近 縁 種 に よ る5,6一ジ ヒ ドロ ペ ニ シ リ ン 酸
の 産 生
1.緒言
5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 につ い ては 、 これ まで変 異原 性 な ど生 物活 性 に関す る報 告 は
全 くな い 。 また カ ビ に よる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 産 生 につ い て も、Sassaらに よ る正
確 に は 菌種 が 同定 さ れ て い な いAspergillus属に よる産 生 が 報 告 され て い る だ け で あ る
(54)。本 節 で はA.ochraceusによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 産 生 の基礎 的知 見 を得 る
た め に以 下 の 実 験 を行 っ た 。 まずA、ochraceusが普 遍 的 に5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 を産
生 す るか を検 討 した 。 ま たA.ochraceusが5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 を産 生 す る際 の基 礎
的 デ ー タ と して、 異 な った栄養 条 件 下 での5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の産生 状 態 をペ ニ シ
リン酸 の 産 生 と比 較 しなが ら観 察 した 。
2.材料 お よ び実験 方 法
A.ochraceusおよ び そ の 近 縁 種:第2章 第 工節 で 述 べ た 高 鳥 博 士 よ り分 与 され たA.
ochraceus他に 、坪 内博 士(名 古 屋 市 衛 生 研 究 所)か ら分 与 された10種のA.ochraceus、
3種のA.elegansおよびA.sclerotirum(60)を使 用 した 。 ま たA。melleusおよびA.ostianus
は発 酵研 究 所(大 阪 市)よ り購 入 した もの で あ る。
化 合物:5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は第2章第2節 にお い て精製 した もの を、 また ペ ニ シ リ
ン酸 は和 光 純 薬(大 阪)よ り購 入 した 。酵 母 抽 出物 はDifco社製(Michigan、ア メ リ カ〉
を使 用 した 。
培 地:ポ テ トデ キ ス トロー ス寒 天培 地(PDA培 地)は 市 販 品(日 水 製薬 、東 京)を 使
用 した。 そ の組 成 はポ テ ト抽 出物 を0.4%、ブ ドウ糖 を2%、寒 天 を1.5%含む 。酵 母 抽 出物
シ ョ糖 培 地(YES培 地)は 衛 生 試験 法注 解 に した が っ て調 製 し、酵 母 抽 出物 を2%、 シ ョ
糖 を20%および1%の 寒 天 を含 む(47)。 シ ョウジ ョウバ エ 培 地 は第2章 第2節 と同 じ組 成
の もの を使 用 した 。 これ らの培 地 は10mLごとに内径3.6cm高さ12.5cmのガ ラス ビン に分
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注 し、 オ ー トク レー プ に よ り121℃で15分間滅 菌 した もの を使 用 した 。
培 地 でのA.ochraceusの培 養:白 金 耳 に よ りPDA培地上 で培 養 した17種のA.ochraceus
お よび そ の 近縁 種 の カ ビ菌体 を、約1皿m立 方 の培 地 と共 にシ ョウジ ョウバ エ培 地表 面 の
中心 部 に接 種 した。 カ ビ を接 種 した培 地 は28℃で10日間培 養 した 。 栄養 成 分 の異 な った
培 地 で の 培 養 の 場 合 は 、A.ochraceusを1mL当た り1.3x104個の 胞 子 を含 む よ う に
0.1%Tween80水溶 液 に け ん濁 させ 、1mLずつ 各 培 地 に接種 し28℃で培 養 した 。
A.ochraceus培養 培 地 中 の5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 分 析:ガ ラス ビ ン 中のA.
ochraceusを培 養 した培 地 にア セ トニ トリル を30mL加え、 高 速 ホモ ゲ ナ イザ ー に よ り撹 拌
抽 出 した 。抽 出 液 はNo.5Aろ紙(ア ドバ ンテ ック、東 京)に よ りろ過 し、 さ らに遠 心 分 離
に よ り固 形 成 分 を除去 した 。遠 心 上清 は水 に よ り希 釈 後HPLCに注 入 し、5,6一ジ ヒ ドロペ
ニ シ リ ン酸 お よびペ ニ シ リ ン酸 を測 定 した。HPLC条件 は第2章 第2節 で述 べ た条 件 を使 用
した 。
3.結果
10種の.A.ochraceusおよ
びそ の 近縁 種 のAspergillus
属 に よる シ ョ ウジ ョウバ エ
培 地 中 で の5,6一ジ ヒ ドロペ
ニ シ リ ン酸 お よびペ ニ シ リ
ン酸 の産 生 結 果 をFig.4-1-1
に示 した 。 そ の結 果 産生 量
の多 少 に差 は あ るが 、 すべ
て の 菌 株 で5,6一ジ ヒ ドロペ
ニ シ リ ン酸 お よびペ ニ シ リ
ン酸 の 産生 が 認 め られた 。
10日間 の 培 養 で は5,6一ジ ヒ
ドロペ ニ シ リ ン酸 の産 生 量
はペ ニ シ リ ン酸 の 産生 量 と
00.10.20.30.40.50.60.70.8
Production(mg/g)
Fig.4-1-1
Productionof5,6-dihydropenicillicacidandpenicillicacid
byA.ochraceusanditsrelatedstrainintheDrosophilame-
dium
(A):5,6-dihydropenicillicacid,(B):penicillicacid.
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同等 か そ れ 以上 の レベ ル を示 した。産 生 さ
れた5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 濃 度 は最 高
0.56mg/g、平 均 で0.23mg/gであ った 。 ま
たペ ニ シ リ ン酸 濃 度 は最 高0.75mg/g、平
均 で0.17mg/gであ っ た 。A.ochraceus以外
の 菌種 は株 数 が少 ない た め 断定 はで きな い
が 、A.ochraceusによ る5,6・ジ ヒ ドロペ ニ
シ リ ン酸 お よびペ ニ シ リ ン酸 の 産生量 が 他
の 菌種 よ り多 い傾 向 を示 した 。
次 に栄 養 条 件 の 異 な る3種 の培 地 で のA.
ochracevsによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸
の産 生 につ い て検 討 した(Fig.4-1-2)。栄
養 分 の 少 ないPDA培 地 で はペ ニ シ リ ン酸 の
産生 は5日 間 の 培 養 で1.2mg/9に達 し、 そ
の 後 培 養 を続 け て も生 産 の 増 加 を認 め な
か っ た 。 一 方5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は
培 養期 間 中 ほ とん ど検 出 されず 、最 高検 出
濃 度 は0.04mg/gであ った 。 栄 養 分 の 多 い
培 地 で あ るYES培地 で は まず ペ ニ シ ン リン
酸 の産 生 が 認 め られ 、7日 目にPDA培地 で
の最 高 産 生 量 の2倍 の2.4mg/gに達 し、 そ
の後 なだ らか に減 少 した 。そ してペ ニ シ ン
リン酸 の 減 少 に伴 っ て5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ
リン酸 の 産 生 が 認 め られ た 。5,6一ジ ヒ ドー-
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Fig.4-1-2
Productionof5,6-dihydropenicillicacid
andpenicillicacidbyA.ochraceusinthe
variousmedium
(A):PDAmedium,(B):YESmedium,(C):Droso-
philamedium.(●):5,6-dihydropenicillicacid,
(▲):penicillicacid
ペ ニ シ リ ン酸 の 最 高濃 度 は0.8mg/gであ った 。 シ ョウジ ョウバ エ培 地 で は、 よ り顕 著 な傾
向 を示 した 。 急 激 なペ ニ シ ン リ ン酸 の産生 は3日 目に最 高濃 度2.6mg/gを示 し、 そ の 後 急
激 に減 少 し13日目以 降 は ほ とん と検 出 されな くな った 。一 方、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸
の 産生 は9日 目で1.1mg/gに達 した が 、ペ ニ シ ン リ ン酸 が検 出 され な くな って か らは そ の
増 加 は 認 め られ な か っ た 。ペ ニ シ リン酸 が まず 産生 され、 そ の後 ペ ニ シ リ ン酸 の減 少 と
共 に5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 増加 が 認 め られ た こ とか ら、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸
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はペニシンリン酸に由来することが示唆された
5,6・ジヒ ドロペニシリン酸の産生は栄養分の多いYES培地などでは多 く認められたが、
栄養分の少ないPDA培地ではほとんど産生 されずペニシリン酸のみが産生 された。そこ
でYES培地の酵母抽出物濃度を増減 させてA.ochraceusによる5,6・ジヒドロペニシリン酸
の産生が褒化するかを10日間の培養で検討 した(Fig.4-1-3)。酵母抽出物 を含 まない条
件では5,6一ジヒ ドロペニシリン酸お
よびペニシリン酸は産生されなかっ
た。5,6・ジヒ ドロペニシリン酸は酵
母抽 出物の濃度2。0%までは濃度の
増加 と共 にその産生が増加 したが、
それ以上の酵母抽出物濃度では逆に
産生が減少 した。ペニシリン酸の産
生 も同様の傾向を示 したが、高濃度
酵母抽 出物 を含む培地でのペニシリ
ン酸産生の減少は、5,6一ジヒ ドロペ
ニシリン酸の減少 に比べはるかに顕
著であった。
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4考察
ペ ニ シ リ ン酸 は1913年にP.puberulumから分 離 され 、 そ の構 造 がBirkinshawらに よ っ
て が 明 らか に された マ イ コ トキシ ンで あ る(53)。A.ochraceusがペ ニ シ リ ン酸 を産生 す
る こ とは1960年代 か ら知 られ てい た(61)。 しか しそ の構 造 が類 似 した5,6一ジ ヒ ドロペ
ニ シ リ ン酸 につ い て は、 産 生 す る菌種 や変 異 原性 な どの 生物 活 性 が これ まで報 告 され て
い な か った 。 そ の 理 由 と して は以下 の こ とが 考 え られ る。
ペ ニ シ リン酸 につ いて の研 究 の多 くは1960年代 お よび1970年代 に な された 。 そ の当 時
の ペ ニ シ リン酸 の検 出法 は、TLC分離 後 フェニ ル ヒ ドラジ ン溶液 を噴霧 して蛍 光 ス ポ ッ ト
を検 出す る方 法 や(49)、 ガス ク ロマ トグ ラフ ィー に よる検 出で あ った(50,51)。 し
か し5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は フ ェニ ル ヒ ドラジ ン溶液 を噴霧 して も蛍 光 を発 せ ず 、 ま
たFig2-2-5で示 した ように ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー にお い て も5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸
とペ ニ シ リ ン酸 は 同 じ保 持 時 間 を示 し両者 を分 離 で きなか っ た。 さ らに通 常 カ ビの培 養
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に多 く用 い られ るPDA培地 で は5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の産生 は極 め て少 量 で あ る。 こ
れ らの理 由 に よ りペ ニ シ リ ン酸 を対 象 に分 析 した場 合 ペ ニ シ リ ン酸 は検 出 さ れ て も、 同
時 に共 存 してい た可 能性 のあ る5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 につ いて の報 告 が な か っ た もの
と思 わ れ る。
しか しシ ョ ウジ ョ ウバ エ培 地 中で は、試験 に供 したA。ochraceusおよび そ の近縁 カ ビの
す べ てが ペ ニ シ リ ン酸 と共 に5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 を産 生 した こ とか ら(Fig.4・1-
1)、 一定 の 栄 養 条 件 が そ ろ え ば こ れ らの カ ビは5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を産生 す る と
推 察 され る。 さ らにFig.4-1-2にお い て、 まず ペ ニ シ リン酸 が 産生 され て 、 そ の後 ペ ニ シ
リ ン酸 の 減 少 と共 に5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の増 加 が 始 まっ た こ とか ら、5,6・ジ ヒ ドロ
ペ ニ シ リ ン酸 はペ ニ シ ン リ ン酸 に 由来 す る もの と推 察 され る。 また シ ョウジ ョウバ エ培
地 中で は、 ペ ニ シ ン リン酸 が 減少 し、検 出 され な くな る と5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の 産
え
生が止 まった。YES培地において も酵母抽出物の割合に応 じてペニシンリン酸 と5,6・ジヒ
ドロペニシリン酸の産生は相関 した(Fig.4-1-3)。これらのことも5,6一ジヒドロペニシリ
ン酸の由来に関す る推察を支持する結果である。したがってA.ochraceusはまずペニシン
リン酸を産生 し、その後ペニシリン酸の5,6位炭素二重結合を飽和 し、5,6・ジヒ ドロペニ
シリン酸が生成すると思われる。栄養条件の乏 レい培地での培養で5,6・ジヒ ドロペニシリ
ン酸がほとんど検出されなかったため、この反応過程が進行するにはある程度の栄養条
件が必要 と思われる。
第2節 細 菌 に よるペ ニ シ リン酸 か ら5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 へ の 変 換
1.緒言
本節では細菌 によるペニシリン酸か ら5,6一ジヒドロペニシリン酸への変換について研究
した。第1節においてA.ochraceusによる5,6・ジヒドロペニシリン酸産生はペニシリン酸 に
由来すると推察 した。ペニシリン酸から5,6一ジヒ ドロペニシリン酸への反応は5,6位炭素
不飽和二重結合が水素原子により飽和 される還元反応であるので、比較的単純にその反
応が進行する、と考 えた。そこでinvitroレベルでの酵素反応により説明できるのではない
かと考えて、5,6一ジヒドロペニシリン酸産生に必要 と思われた酵母抽出物お よびペニシリ
ン酸を含むリン酸緩衝液に、A.ochraceus抽出液を加えて反応 を試みた。ところが期待 し
たような変換は認め られなかった。 しか し反応液を一夜放置するとペニシリン酸の一部
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が5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 に変換 され た こ と を見 い だ し、 さ らに細 菌 の増殖 に よる と思
わ れ る混 濁 が 認 め られ た 。 この 反応 液 か ら変 換 を行 った細 菌 を分 離 し、 そ の 同定 を試 み
た 。
2.材料 お よび実 験 方 法
化 合 物:ペ ニ シ リン酸 は和 光純 薬(大 阪)よ り購 入 した 。市販 の ペ ニ シ リン酸 は5,6一ジ
ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 を0.1%含ん でい た。ペ ニ シ リン酸 か ら5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 へ の
変換 を検 出す る基 質 と して はそ の純 度 に問題 が あ る と考 え、 メガ ボ ン ドエ ル ー ト(5g、
C18、Analitichemlnternational、CA、ア メ リカ)に よ り精 製 した 。10mg/mLのペ ニ シ リ
ン酸 水溶 液 を メガ ボ ン ドエ ル ー トに負荷 し、水1Lでペ ニ シ リ ン酸 だ け を溶 出 させ 、5,6一ジ
ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 が含 ま れ て い ない こ と を確 認 した うえで使 用 した 。
細 菌 同定 キ ッ ト:API20NE(ApiBioMerieuxS.A.、フ ラ ンス)を 使 用 した 。
細 菌:Pseudomonascepacia(IFO14595)、P.aeruginosa(IFO13275)、お よびBacillus
subtilis(IFO3134)は発 酵研 究所(大 阪市)よ り購 入 した。細 菌 は酵 母 抽 出物1mg、シ ョ
糖10mgを含 む50mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)1皿L中にて培 養 した。
A.ochraceus抽出液 とペ ニ シ リ ン酸 の反 応:20cmシャー レ中のPDA培地 中で 培養 した
A.ochraceusに100mLのリ ン酸 緩 衝液(10mM、pH6.0>を加 え、 高速 ホ モ ゲ ナ イザ ー に
よ り撹 拌 抽 出 した 。抽 出液 を透析 用 セ ロ ファ ンチ ュ ーブ に移 し、20Lの水 に よ り低 温室 に
て2日 間 透析 した 。 この透析 内 液 をA.ochraceus抽出 液 と して使 用 した 。 反応 はペ ニ シ リ
ン酸 溶 液(.1/mL)、 酵 母抽 出物 溶液(1mg/mL)、シ ョ糖 溶 液(10mg/mL)、0.1M
リ ン酸 緩 衝 液(H7.0)をそ れぞ れ1mLつつ混 合 した溶 液 にA.ochraceus抽出 液 また は水 を
1mL加え、25℃ に静 置 して行 った 。反応 液 中 のペ ニ シ リン酸 はHPLCによ り測 定 した 。
細菌 に よる ペ ニ シ リン酸 の変 換:50mMリ ン酸緩 衝 液(pH7.0)1mL中にペ ニ シ リン酸
20μg、 酵 母 抽 出 物1mg、 シ ョ糖10mgを 溶 か し培 養 液 と した 。 こ の 培 養 液 にP.
aeruginosa、P.cepaciaあるい はB.subtilisのう ち一種 の 菌 を一 白金 耳加 え25℃にて一 日培
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養 した 。培 養 液 中 の ペ ニ シ リン酸 お よ び5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 はHPLCによ り測 定 し
た。
P.cepac'a菌体 成 分 に よ るペ ニ シ リン酸 の 変換:P.cepaciaをペ ニ シ リン酸 を含 ま な い
前 述 の 培 養 液 中 で 一 夜 培 養 し、 そ の遠 心分 離 上 清 液(12000x9、5分 間)0.8mLと
100ppmペニ シ リ ン酸 溶 液0.2mLを混 合 し25℃で3.5時間保 温 した。P.cepacia培養 液 を遠
心分 離 し沈 殿 させ た菌 体 は、 その 内容 物 を取 り出す た め に培 養 液 と等量 の50mMリ ン酸 緩
衝 液(pH7.0)にけ ん濁 させ超 音 波 処理 した。 この け ん濁 液0.8mLを同様 にペ ニ シ リ ン酸
と反応 させ た 。
またP.cepacia液の 遠 心分 離 上清 液0.8mLを100℃で15分間加 熱 し、100PPmペニ シ
リ ン酸 溶 液0.2mLを加 え25℃で5時 間保 温 した 。次 に未処理 のPcepacfa培養上 清 液 を分 子
量10000で分 画 す る遠 心 限外 ろ過膜(ミ ニ セ ン ト10型、東 ソ ー、 東 京)に よ り分 画 し
た 。二分 され た上 清 液 の そ れ ぞ れ0.8mLを同様 にペ ニ シ リン酸 と反応 させ た。 反応 液 中 の
ペ ニ シ リ ン酸 お よび5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 はHPLCによ り測 定 した 。
3.結果お よび考察
ペ ニ シ リ ン酸 をA.ochraceus抽出液 と5時 間反応 させ たが 、 ペ ニ シ リ ン酸 に変 化 は 認 め
られ なか った(Fig4-2-1)。念
のためにこの反応液をさらに放
置 し、24時 間後 の反応 液 を
HPLCで測定す ると、5,6一ジヒ
ドロペニシリン酸の小 さなピー
クがA.ochraceus抽出液 を加え
た反応液 と無添加の反応液の両
液で検出された。このとき両反
応液には混濁が認められた。当
初は5時間程度の反応時間 しか
予想 していなかったので反応液
は滅菌 していなかった。そのた
め、この混濁は細菌の増殖 によ
5hr 24hr
1
2
1
2
Fig.4-2-1
withtheextractofA.ochraceuscells
29hr
1
2
(A)
HPLCchromatogramsofpenicillicacidincubated
(A):withtheextractofA.ochraceuscells.(B)
Blank(withouttheextractofA.ochraceuscells).
1:penicillicacid,2:5,6-dihydropenicillicacid.
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るものではないか と考え、さらに反応液を振 とうしなが らさらに5時間放置 した。その結
果反応液中のペニシリン酸は減少 し、5,6一ジヒドロペニシリン酸の増加が認められた。ま
た反応液の混濁度合は増してお り、A.ochraceus抽出液を加えなかったブランク反応液の
方が混濁が大 きかった。A.ochraceus抽出液を含 まないブランク反応液において5,6一ジヒ
ドロペニシリン酸の増加が より多かったので、この混濁は反応液成分に由来す る雑菌で
はないか と考えた。すべての反応液成分を滅菌 した条件下では5,6一ジヒ ドロペニシリン酸
の増加は認められず、酵母抽出物溶液を滅菌 しなかったときにだけ5,6一ジヒドロペニシリ
ン酸が増加 したことから、反応液中のペニシリン酸か ら5,6一ジヒドロペニシリン酸への変
換は、酵母抽出物に含まれていた細菌による反応によって生 じたと判断 した。
次 にどの ような細菌が変換
反応 を行 ったか確 認するため
に、混濁 した反応液 を一般細
菌用寒天 プ レー トに塗布 し、
25℃で2日間培養 したところ2
種類の コロニーを検出 した。
コロニーは粘着性があ り、腐
敗臭 を放 っていた。シングル
コロニーを得 るためにそれぞ
れの コロニーをさらに培養 し
たのち、Gram染色 したところ
1
2
Fig.4-2-2
HPLCchromatogramofpenicillicacidincubated
withthecontaminatedbacteria
(A):penicillicacidalone,(B):penicillicacid+
Gramnegativebacteria,(C):penicillicacid+
Grampositivebacteria.1:penicillicacid,2:5,6-
dihydropenicillicacid.
Gram陰性 の小 さい桿 菌 とGram陽性 の大 きい桿 菌 とに分 類 され た。 そ れ ぞれ の 菌 を先 の組
成 の 反応 液 に加 え48時間培 養 した と ころ、Gram陰性 菌 を加 えた場合 の みペ ニ シ リ ン酸 の
減 少 と5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の増 加 が 認 め られ た(Fig4-2-2)。
Gram陰性 菌 を同定 す るた め に細 菌 同定用 キ ッ トAPI20NEによ り試 験 した ところ、 この
Gram陰性 菌 はAgrobacteriumradiobactorであ る と結論 され た。A.radiobactorは植 物 の 根
に付 着 した土 壌 な どか ら分 離 され る、Gram陰性 の桿 菌 であ る。 その培 養 培 地 は腐 敗臭 を
生 じ、 酵 母抽 出物 の添加 に よ り生 育 が促 進 され る(62)。 これ らの知 見 は本 研 究 にお い
て観 察 さ れ た結 果 と よ く一 致 した 。
A.radiobactorは環境 中 に存 在 す る腐 敗 菌 で あ るの で、 他 の腐 敗 菌 に よって も同様 の反
応 を生 じるか を確 か め るため に、 手持 ちのス トックの 中か らP,cepaciaおよびP.aeruginosa
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Table4-2-1.Conversionofpenicillicacidto5,6-dihydropenicillicacid
byenvironmentalbacteria
IncubationPeriod
Initial 1day
PAaDHPAb PAa DHPAb
Control
P.cepacia
P.aerぴ9ゴnosa
B.su疋)亡flfs
17.09 0
016.73
016.78
12.560
a:penicillicacid(ｵg/mL).
b:5,6-dihydropenicillicacid(ｵg/mL).
につ い て もペ ニ シ リン酸存 在 下 で培 養 し
た(Table4・2・1)。対 照 菌 と し てB。
subtilisを用 い た 。24時 間P.cepaciaおよ
びPaeruginosaと培 養 す る とペ ニ シ リ ン
酸 は消 失 し、 反応 開始前 の ペ ニ シ リン酸
濃 度 とほ ぼ 同 レベ ル の5,6一ジ ヒ ドロペ ニ
シ リ ン 酸 が 検 出 され た 。 対 照 菌 のB.
sub亡ilisは全 く変 換 しな か った 。
変 換 は細 菌 が産生 す る酵 素 に よって行
わ れ た と想 像 され た の で 、 そ の可 能性
に つ い て 検 討 した(Table4-2-2)。P.
cepaciaを一夜 培 養 した 液 体 培 地 を遠 心
分 離 し、 菌体 を除い た上 清 液 をペ ニ シ リ
ン酸 と3.5時間 反 応 す る と、 半 分 以 上 の
ペ ニ シ リン酸 が5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン
酸へ 変 換 され た。 一 方遠 心 分離 した菌 体
を超 音 波抽 出 し、 そ の抽 出液 をペ ニ シ リ
ン酸 と反応 して も5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ
ン酸 へ の 変換 はほ とん ど認 め られ なか っ
た 。
次 に加 熱 処理 した上清 液 をペ ニ シ リン
Table4-2-2.Conversionofpenicillic
acidto5,6-dihydropenicillicacidby
thesupernatantofP.cepaciaa
PAaDHPAa
Supernatant44.155.9
SonicatedP.cepacia97.03.0
a:RelativepeercentagesofPA(penicillic
arid)andDHPA(5,6-dihydropenicillic
acidintheincubationmixture.
Table4-2-3.Conversionofpenicillic
acidto5,6-dihydropenicillicacidbythe
supernatantofP.cepacia
Supernatant PAaDHPAa
Intact
bH
eatedd
MW<10000
MW>10000d
63.236.8
1000
1000
69.530.5
a:RelativepercentagesofPA(penicillic
acid)andDHPA(5,6-dihydropenicillic
acidintheincubationmixture.
b:Thesupernatantwasheatedat100°C
for15min.
c:Thesupernatantwasultrafiltrated.
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酸 と5時間反応 したが、5,6一ジヒ ドロペニシリン酸への変換は認め られなかった(Table4-
2-3)。また未処理の上清液を限外ろ過により分子量10000を境に二分 し、それぞれをペニ
シリン酸 と反応 させたところ、分子量10000以下の画分は5,6一ジヒドロペニシリン酸への
変換 を示 さなかったが、分子量10000以上の画分は上清液と同等の変換 を示 した。
これ らの結果はP.cepaciaが産生 した高分子で熱 に不安定な成分、すなわち酵素がペニ
シリン酸か ら5,6一ジヒドロペニシリン酸への変換を行 ったことを示す ものである。
4.考察
Penicilium属のカビによるペニシリン酸の生合成経路はBentleyらによって明らかにされ
ている(63,64)。しか し彼等はペニシリン酸を最終産物 として想定 しているために、
その経路ではペニシリン酸か ら先の反応については全 く言及していない。
マイコ トキシンの代謝研究は、変異原性お よび発がん性発現のための活性化あるいは
その逆の解毒分解機構の解明に関するものが多い(41,65)。本節において示された結
果の重要性は変異原性陰性の物質か ら陽性物質への変換がA.radiobactorによってなされ
たことにあると考えられる。 しか もその変換はA.radiobactorに特異的な反応ではな くP。
cepaciaおよびP.aeruginosaのような環境中に存在する腐敗菌によっても進行 した。この
ような変換は変異原性の観点か ら見れば毒性化反応とみなすことができる。微生物によ
るマイコ トキシンの分解 ・不活性化については研究がなされてはいたが(66,67)、環
境中の細菌による変異原性物質への変換については注目されてお らず、今後は食品衛生
上考慮すべ き反応形態であると思われる。
第3節A.ochraceusによる食 品 中で の5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の産 生
1.緒言
毒性 を示すマイコ トキシンの食品衛生 上最 も問題となる点は、そのマイコ トキシンに
よる食品汚染があるか どうかである。アフラ トキシンは環境発がん物質の中では最強の
発が ん力を示 し、さらに トウモロコシやナッツ類などの食品で汚染事例が報告 されてい
る(68,69,70)。そのためにナッツ類や穀類 においてppbレベルでの残留検査が 日常的
に行われている(71)。その他にもマイコ トキシン汚染による食品中毒事例は過去何度
かあ り(65,72)、食品衛生上重要な監視項 目のひとつである。
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A.ochraceusは通 常 の環境 下 にお いて も検 出 され る一 般 的 な カ ビで あ り、米 な ど多 くの
食 品 か らA.ochraceusが分 離 され(60,73)、A.ochraceusが産 生 す るマ イ コ トキ シ ンに
よる食 品 の汚 染 の 可 能 性 が あ る。Gouramaらは米 に.A.ochraceusを接 種 した と き にペ ニ シ
リン酸 を産 生 す る こ とを報 告 して い る(74)。 ペ ニ シ リン酸 はA.ochraceusだけで な く多
くのPenicilium属の カ ビに よって も産 生 され る。Kurtzmanらは トウモ ロ コシ にP.mar亡nsii
を接種 した と き にペ ニ シ リ ン酸 を産 生 す るこ とを報 告 してい る(75)。 しか し実 際 の食
品か らペ ニ シ リ ン酸 を検 出 した例 は極 め て少 ない(51)。 その理 由 はペ ニ シ リ ン酸 は安
定 性 が 低 く、 食 品 中 に残 留 しに くい た め と考 え られ る(76,77)。 本 節 で は 食 品 にA.
ochraceusを接 種 し、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 が 産生 され るか を確 認 し、 さ らに5,6一ジ ヒ
ドロペ ニ シ リ ン酸 に よる食 品 汚 染 の 可 能性 を検 討 した 。食 品汚 染 を考 え る上 で 重 要 で あ
る5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の安 定 性 を、SH化合 物 との 反応 性 を指標 と してペ ニ シ リ ン酸
と比 較検 討 した 。
2.材料 お よび実 験 方法
食 品:市 販 さ れ て い る精 白米 、 玄 米 、 上新 粉 、小 麦 粉 、大 麦 、 コー ン ミー ル、 大 豆 、
小 豆 、 味 噌 、粒 状 ア ーモ ン ド、 メザ シ を使用 した 。 こ れ らの食 品 は過去 にA.ochraceusに
よる汚 染 が報 告 され て い る(73)。
食 品 中 で のAochraceusによ る5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 産 生:食 品20gを200mL
三角 フ ラス コ に入 れ さ らに水10mLを加 えて か らオ ー トク レー プ に よ り滅 菌 した 。 そ こへ
A.ochraceus胞子 をけ ん濁 させ た0.1%Tween80溶液(1.3x104個/mL)を1mL加え28℃で
10日お よ び20日 間培 養 した 。上 新 粉 中で のA.ochraceusの培 養 は、8、16、20、24、
28、32℃の異 な った 温 度 条件 下 で20日お よび40日間行 った 。
ヵ ビ を培 養 した 食 品 に アセ トニ トリル100mLを加 え 、 高速 ホモ ゲ ナ イザ ー に よ り撹 拌
抽 出 した 。以 下 第1節 で述 べ た方 法 に よ り食 品 中 に産生 され た5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸
お よびペ ニ シ リ ン酸 を分析 した 。
5,6一ジ ヒ ドロ ペ ニ シ リン酸 のSH化 合 物 との反 応 性:1mM5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 溶
液0.1mL、1mMペニ シ リン酸溶 液0.1mLおよび100mMリン酸 緩衝 液(pH7.0)0.7mLの混
合 溶 液 に、2mML一シ ス テ イ ン溶 液 また は2mM還 元 型 グ ル タチ オ ン溶 液 を0.1mL混合 し、
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室温 で3時 間静 置 した。5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 お よびペ ニ シ リ ン酸 濃 度 の変 化 はHPLC
に よ り測 定 した。
3.結果
11種類 の 食 品 にA.ochraceusを接 種 した と き、6種 の食 品 中 で5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン
酸 お よび ペ ニ シ リ ン酸 の産 生 を認 め た(Table4-3-1)。A.ochraceusの生 育 は メザ シ以外
の食 品で は良好 で あ った。10日間の培 養 で5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の 産生 が 最 も高か っ
た の は 、上 新粉 す な わ ち米 の粉 で104μg/g産生 され た 。そ の 他米 、小 麦 粉 な ど穀 類 にお
い て も5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の 産生 が認 め られた 。一 方ペ ニ シ リ ン酸 の 産生 も穀 類 な
どにお い て認 め られ、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 よ りは高 濃 度 で あ った 。上 新 粉 中 の5,6・
ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸濃 度 は20日間の培 養 に よ り104μg/gから324μg/gに増加 した の に
対 して培 養期 間が2倍 の20日間で はペ ニ シ リン酸 の濃 度 は1370μ9/9から1020μ9/9に減
少 した 。 同様 の 傾 向 は低 レベ ル で は あ るが 他 の食 品 にお い て も認 め られ た 。
A.ochraceusによる上 新粉 中 で の5,6一ジ ヒ ドロペ ご シ リ ン酸 お よびペ ニ シ リン酸 の 産生
に対 す る培 養 温度 の 影響 を検 討 した(Table4-3-2)。検 討 した8℃ か ら32℃の範 囲で はそ
れ ぞ れの 産生 最適 温 度 は20℃お よび24℃で あった 。8℃ で は カ ビの生 育 は認 め られず また
2化合 物 も検 出 され なか った。 産生 の多 か った20℃お よび24℃での培 養 で は、5,6一ジ ヒ ド
Table4-3-1.ProductionofDHPAandPAbyA.ochraceusinfoods
IncubationPeriod(days)
10 20
PAaDHPAb PAaDHPAb
Well-milledrice
Brownrice
Non-glutiusriceflour
Softflour
Barley
Powderedmaize
Soybeans
Azukibeans
Rice-kojiMiso
Crashedalmond
Saltedanddriedsardines
260
51
1370
479
75
9
ND
ND
ND
ND
ND
20
20
104
6
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
13
8
1020
113
18
24
10
ND
ND
ND
ND
11
52
324
15
7
25
ND
ND
ND
ND
ND
a:penicillicacid(ｵg/gofFood,ND<5ppm).
b:5,6-dihydropenicillicacid(ｵg/gofFood,ND<5ppm).
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Table4-3-2.Theeffectofincubationtemperatureontheproduction
of5,6-dihydropenicillicacidandpenicillicacidinriceflourbyA.
ochraceus
Temperature
(°C)
IncubationPeriod(days)
20 40
DHPAa°PAb DHPAa PAb
8
16
20
24
28
32
ND
6
420
360
243
138
ND
79
2400
...
725
143
ND
76
538
533
238
10
ND
470
1290
300
160
ND
a:5,6-dihydropenicillicacid(ｵg/g,ND<5ppm).
b:penicillicacid(μg/g,NDく5ppm).
ロペニシリン酸濃度は培養期間が長 くなると
高 くなったのに対 して、ペニシリン酸は逆に
減少 した。
A.ochraceusによるペニシリン酸の産生は
培養期間が長 くなるにつれて減少 した。この
減少度合は5,6一ジヒ ドロペニシリン酸への変
換 をはるかに上回った。一方5,6一ジヒドロペ
ニシリン酸の濃度は増加傾向を示 した。両化
合物の安定性 にはかなり差があると考えられ
たので、SH化合物 との反応性 を指標に両化
合物の安定性の差を検討 した。ペニシリン酸
および5,6・ジヒ ドロペニシリン酸 を含む溶液
にL一 システインを加えると、3時間の反応
でペ ニシ リン酸 は反応前の18%に 減少 し
た。同様 にグルタチオンを加 えると、3時間
の反応 でペニシリン酸は30%のレベルまで
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Fig.4-3-1
Thedegradationofpenicillicacidand
5,6-dihydropenicillicacidbythe
treatmentwithL-cysteine(A)and
glutathione(B)
(●):5,6-dihydropenicillicacid,(▲):
penicillicacid.
減 少 した 。 しか し5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の濃度 は、 どち らのSH化合 物 を加 え て も変化
は認 め られ なか った(Fig.4-3-1)。したが って5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 はペ ニ シ リ ン酸
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に比 べSH化合 物 との 反応 性 は低 い と判 断 した 。
4.考察
カ ビに よる マ イ コ トキ シ ンの産 生 は 、 そ の生 育 に とって不 都 合 な条 件 下 の方 が よ り多
い と され て い る(78)。CieglerらはPenicillium属の カ ビに よるペ ニ シ リン酸 の 産 生 は穀
類 で は多 い が 、 タ ンパ ク質 の多 い食 品 で は 産生 が な く、 また培 養 温 度 が低 い方 が 産 生 が
多 い こ と を示 した(79)。BaconらもA.ochraceusによるペ ニ シ リ ン酸 の 産生 は 、 そ の生
育 に最 適 温 度 で あ る30℃ よ りも よ り低 い22℃ にお い て産 生 が 多 か った と報 告 して い る
(80)。本研 究 にお け る上 新粉 で のA.ochraceusによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 産 生
の場 合 も、最 適 産生 温 度 は20℃か ら24℃で あ り、 豆類 な どタ ンパ ク質 の多 い食 品 にお い
て はA.ochraceusの生 育 は盛 んで あ ったが5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 産生 は認 め られ な
か った 。
上 新 粉 中 で のA.ochraceusによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の 産 生 にお い て も、5,6一ジ
ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の 産生 はペ ニ シ リン酸 の 産生 に遅 れ た こ とか ら、ペ ニ シ リ ン酸 か ら
5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸へ の変換 が培 養 中 に起 こった もの と推 定 され る。 そ の た め にA.
ochraceusがペ ニ シ リン酸 を産生 しやす い穀 類 にお い ての み5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 が検
出 され た思 わ れ る。上 新 粉 中 でのペ ニ シ リ ン酸 の減少 は5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸へ の変
換 だ けで は 説 明 で きな い量 で あ った。 ペ ニ シ リン酸 はSH化合 物 と反 応 しやす い こ とか ら
(81,82)、そ の差 はSH化合物 と反応 した もの と推 察 され る。 一方5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ
ン酸 はSH化合 物 とは反 応 しに く く、 上新 粉 中で の培 養期 間 が長 くな っ た とき もそ の濃 度
は増 加 傾 向 を示 した。 さ らに5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の分 離 ・精製 過 程 の最初 で行 った
オ ー トク レー滅 菌 で は分 解 せ ず 、食 品 中 に多 い酸 性条 件 下 で も変化 しなか った 。食 品 中
で の5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 の残 留 性 を考 え る場 合 、高 い安 定性 を十 分注 意 す る必 要 が
あ る と思 わ れ る 。
第4負行 ノ亅丶括
1.A.ochraceusおよび そ の近縁 の カ ビは、栄 養 分 が富 んだ条 件 下 で は試 験 したす べ ての 菌
株 が5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を産 生 した 。
2.A.ochraceusによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 の産生 はペ ニ シ リン酸 に由 来す る と推 察
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された 。
3.ペニ シ リ ン酸 か ら5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 へ の変換 は カ ビだ けで な く環 境 中 に存 在 す
る細 菌 に よ って も行 わ れ た 。
4.A.ochraceusは米 な どの食 品 にお い て も5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を産生 した 。
5.5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 はSH化合 物 とは反応 せ ず 、 また 安 定性 が 高 い こ とか ら食 品
に残 留 しや す く食 品 を汚 染 す る可 能 性 が示 された 。
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総 括
シ ョウジ ョウバエDNA修復試験は、invivoレベルにおいて変異原物質 を手軽 に検出
する手段 として開発された変異原性試験である。ショウジ ョウバエを用いた変異原性
試験法としては伴性劣勢致死法や(83)、翅毛スポ ットテス トが多 く用いられている
(20,57)。これらの試験法における変異原性 と動物での発がん性が極 めて高い相関性
を示すことが知 られている。 しか しこれらの方法は結果を得るのに多 くの労力 と日数
を要するために、抽出 ・精製操作が繁雑な食品などに存在する微量変異原物質の検出
な どの応用的研究についてはほとんどなされていない。そこで本研究はシ ョウジ ョウ
バエ変異原性試験を食品衛生 分野において活用することを目的に、シ ョウジ ョウバエ
DNA修復試験の特性および変異原性マイコトキシンの検出などについて検討を行 っ
た。
既知変異原物質13種類 をショウジ ョウバエDNA修復試験に供 したところ、Amesテス
トとの比較において一部異なった結果であったが、発がん試験の結果 とは整合性が認
められた。ハエの内在性の代謝系による変異原物質の活性化はラッ トおよびヒ トの活
性化能 と同等の作用 を示 した。一方シ ョウジ ョウバエDNA修復試験において陰性を示
したメチルグリオキサールなどは内在性の代謝系により不活性化 されることを確認 し
た。 したがってショウジ ョウバエDNA修復試験の検出結果は、ハエ体内での変異原物
質の代謝 を総合的に反映 した結果であると考えられる。つまり、得 られる結果はin
vitro変異原性試験に比べ より発がん実験の結果に近いことが確認された。
次にシ ョウジ ョウバエDNA修復試験を応用的に用いることを試みた。その結果カビ
が産生 したマイコ トキシンを含む培地を餌 として幼虫に摂取させることにより、DNA
損傷性マイコ トキシン産生を簡便 に検出する方法(直 接検出法)を 開発 した。この方
法によりアフラ トキシンB1などの産生 を検出した。直接検出法はカビを増殖 させた培
地か らのマイコ トキシンの抽出お よび精製操作を必要とせず、invitro試験法 よりも操
作が簡単な検出法であった。直接検出法によりA.ochraceusが既知マイコ トキシンとは
異なるDNA損傷性マイコトキシンを産生することが示 された。その物質を解明 した結
果5,6一ジヒドロペニシリン酸であることを明らかにした。5,6一ジヒドロペニシリン酸の
構造は、既知マイコ トキシンであるペニシリン酸の5,0位の炭素不飽和二重結合が飽和
した構造であるが、A.ochraceusが5,6一ジヒドロペニシリン酸 を産生することはこれま
で知 られていなかった。また5,6一ジヒドロペニシリン酸の生物活性は本研究において初
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め て 明 らか に な っ た 。
5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 は変 異 原性 をシ ョウ ジ ョウバ エ 翅 ス ポ ッ トテ ス トに供 した
と ころ 陽性 を示 し、 染 色 体 の組 み換 え変 異 を誘 発 す る こ とが 明 らか に な っ た 。 しか し
この物 質 は2種 のinvitro変異 原 性 試験 で は陰性 で あ り、 シ ョウジ ョウバ エDNA修 復 試 験
の検 出感 度 が優 れ て い る こ とが 示 さ れた 。
5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 は、 変異 原 性 マ イ コ トキ シ ンで あ りな が らこれ まで全 く注
目 され て い な か った 。 そ こ で そ の衛 生 学 的 な知 見 を得 るた め に検 討 を行 った 。 まずA.
ochraceusが普 遍 的 に5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を産 生 す るか を検 討 した と ころ 、A.
ochraceusおよび そ の 近縁 の カ ビ は、 栄養 分 が 富 んだ条 件 下 で は試験 した す べ て の'菌株
が5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を産 生 した 。 またA.ochraceusによる5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ
ン酸 の 産 生 はペ ニ シ リ ン酸 に由 来す る と推 察 され た 。ペ ニ シ リン酸 と極 め て構 造 の類
似 した5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 が これ まで注 目され な か っ た理 由 と して 、 旧来 の ペ ニ
シ リ ン酸検 出法 で は(49,5051)、5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 が検 出 で きな い かペ ニ
シ リ ン酸 との 判 別 が 困難 で な った こ とが推 察 され た。
ペ ニ シ リン酸 を化 学 的 に還 元 す る と5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 を生 じる こ とは知 られ
て い た が(53)、 ペ ニ シ リ ン酸 か ら5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 へ の 変換 は細 菌 で あ るA.
radiobactorによ って も行 わ れ る こ とを明 らか に した 。 さ らに この 反応 は環 境 中 に存 在 す
る他 の細 菌 、 た とえ ばP。cepaciaのよ うな腐 敗 菌 に よ って も進 行 し、P.cepaciaの産 生 す
る酵 素 に よ りそ の 反応 が 進 行 した と推 察 され た。 環境 中 の細 菌 に よる変 異 原 性 マ イ コ
トキ シ ンの不 活 性 化 につ い て は報 告 が あ るが(66,67>、細 菌 に よ る活 性 化 につ い て は
注 目 され て お らず 、今 後検 討 す べ き課 題 で あ る と思 わ れ る 。
A.ochraceusを食 品 に接 種 した と きに、米 な どの穀類 にお い てペ ニ シ リ ン酸 と共 に
5,6・ジ ヒ ドロペ ニ シ リン酸 が 産 生 された 。米 の粉 にお け るA.ochraceusによ る5,6・ジ ヒ ド
ロペ ニ シ リ ン酸 の産 生 は 、A.ochraceusの生 育 最 適温 度 よ りは低 い 通常 の 室温 にお い て
最 も多 か っ た 。 また5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ リ ン酸 はペ ニ シ リ ン酸 に比 べ 安 定 性 が 高 か っ
た。 こ れ らの結 果 は穀 類 な どの食 品 でA.ochraceasが増 殖 した場 合5,6一ジ ヒ ドロペ ニ シ
リン酸 が 産 生 され 、 さ らにそ れ が食 品 に残 留 す る可 能 性 が あ る こ と を明 らか にす る も
の で あ った 。
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結 論
本研究の成果は、ショウジ ョウバエ変異原性試験が優れた変異原物質検出能力を有 し、
経 口投与であり、簡便なことか ら、特に食品衛生分野においても有用であることを以下
の成果か ら示 した。
1.既知変異原物質をシ ョウジョウバエDNA修復試験に供 して得 られた結果は、Amesテス
トとの比較において一部相違が認められたが、発がん試験の結果 とは整合性が認められ
た。ハエの内在性の代謝系による変異原物質の活性化はラットお よびヒ トの活性化能と
同等の作用を示 した。
2.ショウジョウバエ培地にカビを接種 し、カビが産生 したマイコ トキシンを含む培地を
餌 として幼虫に摂取 させることにより、DNA損傷性マイコ トキシン産生を簡便に検出
する方法(直 接検出法)を 開発 した。
3.直接検出法はinvitro試験法 よりも操作が簡単 な検出法であった。
4.直接検 出法によりA.ochraceusが既知マイコトキシンとは異なるDNA損傷性マイコト
キシンを産生することが示された。その物質を解明した結果5,6・ジヒドロペニシリン酸
であることを明 らかにした。
5.ショウジョウバエ翅毛スポットテス トにおいて5,6・ジヒ ドロペニシリン酸は変異原性を
示 し、染色体の組み換えを誘発することが明 らかになった。
6.A.ochraceusによる5,6一ジヒ ドロペニシリン酸の産生はペニシリン酸 に由来すると推察
されたが、ペニシリン酸か ら5,6一ジヒドロペニシリン酸への変換は環境中に存在する細
菌 によっても行われることを明らかにした。
7.A.ochraceusを米などの穀類に接種 したときにペニシリン酸 と共 に5,6一ジヒドロペニシ
リン酸が産生され、またその安定性が高いことか ら5,6一ジヒドロペニシリン酸が食品を
汚染す る可能性が示 された。
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